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I. Cellulose, Lignin und die Hautsubstanz der pflanzlichen Zellmembran. 


Die Art des Vorliegens von Cellulose und Lignin in der Membran ist 
nach zwei Richtungen hin zu klaren: Erstens ist die Frage zu be- 
antworten, ob die Cellulose im freien Zustande vorhanden oder an andere 
Substanzen insbesondere an Lignin chemisch gebunden ist. Zweitens 
ist die 6rtliche Lagerung (Topographie) und die Formung der einzelnen 
Komponenten festzustellen. Wird getrennte Lagerung fiir die Kompo- 
nenten konstatiert, so ist hiermit auch zugleich die erste Frage be- 
antwortet. 

Punkt 1 darf heute zugunsten des freien Zustandes als entschieden 
gelten. Seitdem Verfasser mit Hilfe einer kombinierten Methodik von 
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Farbreaktionen, mechanischer Behandlung und morphologischer Be- 
trachtung nachwies, daB die Cellulose nicht gebunden sein kann!. 
haben sich eine grobe Anzahl von Forschern, zum Teil unter Bei- 
bringung neuen Beweismaterials, dieser Ansicht angeschlossen?. Wenn 
auch heute noch einige Autoren auf Grund von Léslichkeitserscheinungen 
oder anderen Ursachen an chemischer Bindung von Cellulose besonders 
an Lignin festhalten®, so darf obiger Befund doch als gesichert betrachtet 
werden. Weiter unten wird erneut gezeigt, daB der unvollkommene 
Loésungsvorgang nicht chemische, sondern morphologische Griinde hat. 


Umstritten ist indes noch die Lagerung des aus Lignin gebildeten 
Bauelements und die Abgrenzung dieses Stoffes gegen andere. Von 
Payen stammt die Ansicht, daB die Zellwandkomponenten in einem 
Gemisch, sich inkrustierend, vorlagen. Diese Erklarung ist mit gewissen 
Abanderungen auch von anderen Autoren gegeben worden. So sollen 
nach Kénig und Rump? ,,die einzelnen Bestandteile der Zellmembran . . . 
physikalisch gemengt, einander innig durchdringend und durchwachsend 
nebeneinander vorkommen™. Diese Hypothese wiirde eine morpho- 
logische Differenzierung, eine organisierte Lagerung der einzelnen 
Stoffe leugnen. K. Freudenberg, H. Zocher und W. Diirr® gaben ihrer 
Meinung kiirzlich dahin Ausdruck, daB in der gesamten Membran der 
Fichtenholzzellen nur ein Lignin vorkomme, das zum gréBten Teil in det 
Mittellamelle abgelagert sei, aber auch die iibrige Membran in stab- 
artigen Formelementen durchziehe. 


Demgegeniiber sprach sich Verfasser vor einigen Jahren dahin aus, 
daB der durch die AufschluBverfahren geléste, als Lignin bezeichnete 
Anteil der Zellwand auf die Mittellamelle beschrankt und von der 
Cellulose durch die Primarlamelle getrennt sei®. Er stiitzte sich hierbei 
auf den Nachweis einer organisiert gelagerten Fremdsubstanz innerhalb 
der sekundiren Lamelle, die in Form diinner Haute die genannte 
Lamelle durchzieht, sie in Kammern teilt und so die Kohlenhydrate 
einschlieBt. Diese Substanz unterschied sich in ihrem Verhalten gegen- 
iiber den AufschluBmitteln vom Lignin. 


1M. Liidtke, B. 61, 465, 1928; A. 466, 40, 1928. 

2 K. Hess, M. Liidtke, H. Rein, A. 466, 58, 1928; BE. Wedekind, J. R. Katz. 
B. 62, 1177, 1929. A. Friedrich, H. 176, 127, 1928; A. Friedrich, A. Salz- 
berger, M. 58/54, 993, 1929; W. G. Campbell, Biochem. Journ. 23, 1225, 1929. 

3M. Phillips, Journ. Amer. Chem. Soc. 50, 1986, 1928; H. Friese, 
B. 62, 2538, 1929; W. Kiister, R. Daur, Cellulosechemie 11, 4, 1930. 

4 J. Konig, E. Rump, Chemie und Struktur der pflanzlichen Zell- 
membran, Berlin 1914; die altere Literatur ist zusammengestellt bei 
M. Liidtke, B. 61, 465, 1928. 

5 K. Freudenberg, H. Zocher, W. Diirr, B. 62, 1814, 1929. 

6 M. Liidtke, B. 61, 465, 1928; A. 466, 27, 1928. 
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1. Kurze Darstellung des Gewebe- wnd Zellaufbaues auf Grund bisheriger 
Kenntnisse. 

Da die morphologischen Verhaltnisse im Gewebe wie in der Einzelzelle 
fiir die oben erwaihnten Léslichkeitserscheinungen als auch fiir die vor- 
liegenden biochemischen Fragen von grundlegender Bedeutung sind, 
scheint es angangig, zunidchst diesen Aufbau unter Beriicksichtigung 
neuerer Ergebnisse kurz darzulegen. 

Wir kénnen uns fiir unsere Zwecke auf drei Gewebetypen beschrinken : 
den Holzkérper einer G-ymnosperme (Fichte, Picea excelsa), einer dikotylen 
Angiosperme (Aspe, Populus tremula) und einer monokotylen Angio 
sperme (Weizenhalm, Triticum vulgare). 

Das Gewebe des Fichtenholzes als Vertreter der ersten Klasse besteht 
aus Tracheiden, mit Luft gefiillten Faserzellen mit zahlreichen Hoftiipfeln. 
Diese Zellen werden durch die Mittellamelle miteinander verbunden. 
Radial verlaufen die Markstrahlen, aus parenchymatischen Zellen bestehend. 
Abb. 1. 





Abb. 1. 
Querschnitt von Fichtenholz (Picea excelsa). 


a) Friihholz. b) Spitholz. c) Markstrahl. 


Das Gewebe des Angiospermenholzes (Beispiel Aspe) ist weiter differen- 
ziert. Neben den Holz- oder Libriformzellen, die als Fasern das Geriist des 
Gewebes bilden, finden sich Parenchymzellen, GefaBe, Markstrahlzellen und 
in der sekundaren Rinde Bastzellen, Siebréhren und Geleitzellen. Abb. 2. 


Der Monokotylenhalm (Weizen) ist auBen von einer diinnen Haut, der 
Kutikula, iiberzogen. Unter dieser liegt die eine Zellage starke Epidermis, 
darunter findet sich das Hypoderm aus sklerotisierten Zellen, das sind 
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Abb. 2. 


Querschnitt von Aspenholz (Populus tremula). 
a) Libriform- und Parenchymzellen. b) Gefiife. c) Markstrahl. d) Jahresringgrenze. 





Abb. 3. 


Querschnitt eines Weizenhalmes (Triticum vulgare). 
a) Kutikula. b) Epidermis. c) Hypoderm. d) Parenchymatisches Gewebe. e) GefaBbiindel, 
f) Markhdéhle. 
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Parenchymzellen mit verdickter Wand, unterbrochen von Assimilations- 
parenchym. An dieses schlieBt sich parenchymatisches Gewebe, in dem die 
GefaBbiindel eingebettet liegen. Diese beherbergen insonderheit die langen 
Faserzellen (GefaBe, Tracheiden, Siebréhren, Geleitzellen). Das Innere 
bildet die leere Markhéhle. Abb. 3*. 


Der Aufbau der einzelnen Faserzelle, gleichgiiltig, ob es sich um eine 
Tracheide, eine Holzfaser, eine Bastfaser oder ein Pflanzenhaar handelt, 
ist nun, was ihre Morphologie anbelangt, im Prinzip der gleiche. Abb. 4. 


Abb. 4. 


Aufbauschema einer pflanzlichen 
Faserzelle. 


a) Primarlamelle. 

b) 4 Schichten der Sekundirlamelle. 

c) Tangentiale Lingshiiute zwischen 
den Schichten, Ursache der 
-Schichtung*. 

d) Radiale Lingshiute, Ursache der 
-Streifung~. 

e) Doppelt ausgebildetes Quer- 
element. 

f) Fibrillen oder Primitivfasern. 

g) Tertiirlamelle. 

h) Lumen. 








An die Mittellamelle schlieBt sich die Primarlamelle, ein diinnes 
Hautchen aus einer Fremdsubstanz. Hieran grenzt die Sekundarlamelle. 
Sie nimmt fast die gesamte Breite des Membrandurchmessers ein. Ihre 
Substanz ist in der Hauptsache Cellulose. Diese Lamelle ist, wie es scheint, 
stets geschichtet. Die Anzahl der Schichten ist sehr verschieden. Mehr als 
zehn diirften doch nur in seltenen Fallen vorhanden sein. Die Erscheinung 
der Schichtung ist auf diinne Haute zuriickzufiihren!, die jede Schicht 
umkleiden. Jede dieser Schichten ist in Streifen geteilt, die leicht spiralig 
verlaufen. Der sich dadurch ergebende Drall hat in jeder Schicht abwechselnd 
entgegengesetzten Sinn. Auch die Streifung beruht auf der Anwesenheit der 
Fremdsubstanz. An die sekundire Lamelle schlieBt sich nach dem Lumen 
zu die Tertiaérlamelle an, eine diinne Haut, gleich der Primiarlamelle aus 
einer Fremdsubstanz bestehend. AuBerdem sind in der Faser sogenannte 
Querelemente vorhanden!, aus einer Substanz gleich der der Primarlamelle. 
Zwischen diese Querelemente sind die Fibrillen ausgespannt, die ebenfalls 
in die Fremdsubstanz eingebettet angenommen werden?. Auch die Schicht- 
haute und die Primarlamelle sind an diese Querelemente angewachsen. 


* Die Aufnahme verdanke ich Herrn Dr. A. Volk, Privatdozent an 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Bonn-Poppelsdorf. 

1 M. Liidtke, A. 466, 27, 1928. 

2 Derselbe, Papierfabrikant 28, 129, 1930. 
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Eine solche Struktur ist allen Faserzellen eigen'. Bei den Pflanzen- 
haaren der Baumwolle ist die hier als Kutikula bezeichnete Primarlamelle 
und damit anscheinend die Substanz des gesamten Hautsystems aus einem 
anderen, kutinahnlichen Stoff. 

Aus der Darstellung ist ersichtlich, daB die primare und tertidre 
Lamelle gegeniiber der Sekundarlamelle anderen Bau und andere 
Substanz aufweisen, daB diese sowohl in ihrem morphologischen und 
chemischen als auch funktionellen Habitus den Schichthauten gleichen. 
Man sollte daher die Einteilung in drei Lamellen aufgeben und von den 
Schichten der Zellwand sprechen, die durch diinne Haute gegeneinander 
und gegen die Mittellamelle abgeschlossen sind. Diese Erklarung gilt 
sinngemaéB auch fiir die andern Zellformen. Ebenso auch fiir diejenigen 
pflanzlichen Gebilde, die sich, wie etwa die Starkekérner, bei der 
Quellungsanalyse als geschichtet erweisen. 

Die Fremdsubstanz wirkt wie ein Leim auf den Zusammenhalt der 
Schichten. Ihre Permeabilitatseigenschaften verhindern das Eindringen 
vieler geléster Stoffe, auch von kohlenhydratspaltenden Fermenten 
und wirken damit der Quellung und Lésung entgegen. An anderer 
Stelle wurde der Bau der Zellwand mit dem einer Sperrplatte verglichen?. 
Kunstfasern fehlt natiirlich die ,,Verleimung**, die sie héchstwahr- 
scheinlich viel stabiler machen wiirde. 


2. Neue Untersuchungen zur Mikrochemie und Morphologie der verholzten 
Zellwand., 

Fir die Erkenntnis der Bau- und Substanzverhiltnisse in der 
Fasermembran sind folgende Tatsachen, die an Quer- und Lingsschnitten 
beobachtet werden kénnen, von besonderer Bedeutung: 

1. Die beschriebenen Querelemente bestehen aus zwei oder mehr 
dicht nebeneinander liegenden Hauten. 

‘ 2. Die Fasermembran laBt sich quer zur Wachstumsrichtung nicht 
an beliebigen Stellen zerschneiden, sondern der ,,Schnitt‘‘ verlauft mit 
Vorliebe zwischen den Hauten des Hautsystems. 


3. Die Substanz der Querelemente und Schichthaute gibt im 
nativen Zustand die Phloroglucin-Salzsaurereaktion und einige andere 
, Lignin‘‘-Farbreaktionen, wird aber durch AufschluBverfahren nicht 
wie das Lignin der Mittellamelle herausgelést, sondern erleidet nur 
gewisse Veranderungen in ihrer Konstitution. 


4. Sie ist fiir Chlorzinkjod und Kupferoxydammoniak im nativen 
Zustand impermeabel und farbt sich mit dem erstgenannten Reagens 
durch Speicherung geringer Jodmengen gelb an. 


' M. Liidtke, Papierfabrikant 28, 129, 1930. 
2 Derselbe, Melliand Textilberichte 10, 445, 1929. 
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5. Durch mechanische Verletzung der Querelemente, indem man 
sie quetscht oder mit einer Nadel durchsticht, so daB die Chlorzink- 
jodlésung zu den darunterliegenden Celluloseelementen treten kann, 
entsteht augenblicklich Blauviolettfarbung. 

6. Die Mittellamelle muB wenigstens in ihrem morphologischen 
Aufbau mehrschichtig sein, da sich die Zellen gegeneinander verschieben 
lassen. 

Im nachfolgenden werden das Beweismaterial und weitere Aus- 
fiihrungen zu obigen Behauptungen gebracht. 

Zu 1. Die mehrfache Anlage der Querelemente geht aus der direkten 
Beobachtung am Quellungsbild hervor, worauf Verfasser bereits friiher 
hinwies! (Abb. 5). 





Abb. 5. 


Quellungsbild von Kiefernholztracheiden in Kupferoxydammoniak. 
Mehrfache Anlage der Querelemente &. 


Das Vorhandensein von zwei, vier oder mehr Membranen in einem 
Querelement wird leicht verstandlich, wenn man die Entwicklung der 
Faser nicht vom bisher eingenommenen Standpunkt aus betrachtet, 


1 M. Liidtke, A. 466, 37, 1928; Quellungsbilder finden sich in dieser 
Arbeit Tafel 2 Fig. 3, sowie Melliand, Textilberichte 10, 445, 1929, Abb. 3, 
und Papierfabrikant 28, 129, 1930, Abb. 3, 6 und 7; siehe auch P. Runkel, 
Technologie und Chemie der Papier- und Zellstoffabrikation (Beilage zum 
Wochenbl. f. Papierfabrikation) 27, 1930, Bild 9 und 10; EB. Opfermann, 
G. Rutz, Papierfabrikant 28, 780, 1930, Bild 20 bis 22. Da die Erscheinung 
auch in der Zwischenzeit regelmaBig mit groBer Deutlichkeit beobachtet 
wurde, sei hier nur eine Abbildung wiedergegeben. 
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sondern fiir die Entstehung eine Erklarung gibt, ahnlich der fiir Tracheen 
geltenden. Von diesen der Leitung dienenden Bahnen wei man namlich 
seit langem, daB sie aus Primarzellen durch Fusionierung entstehen!, 
was an den stehengebliebenen Querwanden direkt sichtbar ist. Auch 
14Bt sich der VerschmelzungsprozeB mikroskopisch verfolgen. Bei den 
iibrigen Faserzellen wie Tracheiden, Holzzellen, Bastfasern, Pflanzen- 
haaren war eine andere Erklarung des Wachstums tiblich. [hr Flachen- 
wachstum wurde durch Intussuszeption, ihr Dickenwachstum durch 
Apposition erklart. AuBerdem wurde dem Turgor eine dehnende und 
damit wachstumsférdernde Eigenschaft zugesprochen. 


In Analogie zu den Tracheen wird man die Querelemente daher 
als Uberbleibsel der Teilungshaute der Primarzellen auffassen miissen. 
Das um so mehr, als auch im jugendlichen Gewebe niemals Faserzellen 
gefunden wurden, die keine Querelemente aufweisen. Die Faser ist in 
der Langsrichtung nicht durch kontinuierliches Langenwachstum 
lediglich infolge Ein- und Anlagerung neuer Substanz gewachsen, 
sondern die Primarzelle bzw. ihre Tochterzellen haben sich durch 
fortgesetzte Teilung verlangert, wobei alsbald nach Anlage der Teilungs- 
wand Fusion und Ausbildung gemeinsamen Lumens und gemeinsamer 
Primarlamelle erfolgte. Die iibrigen Elemente sind mehr oder weniger 
verwachsen und den Anspriichen, die das Gewebe an die Faserzelle stellt, 


entsprechend umgebildet worden. Die einzelnen Glieder des Haut- 
systems sind Haltepunkte im Wachstum der Zelle. 


Eine Untersuchung, wie die Entstehung im einzelnen vor sich geht, 
zu fiihren, kann nicht Aufgabe des Chemikers sein. Jedenfalls sprechen 
alle Beobachtungen fiir die gegebene Erklarung, wahrend die Méglichkeit 
nachtriglicher Einschiebung der Fremdsubstanz in die Faser viel 
weniger Wahrscheinlichkeit fiir sich hat, denn ganz junge Fasern zeigen 
bereits die fiir das Querelement typische Kugelquellung, wahrend eine 
Aufquellung der Gesamtfaser, die bei nachtraglichem Einbau des 
Querelements wenigstens hin und wieder zur Beobachtung kommen 
sollte, nie gesehen wurde. Wohl aber konnte zuweilen an jugendlichen 
Fasern Perlschnurform beobachtet werden”, ohne daB diese einer 
Quellung ausgesetzt worden waren. Auch korrespondieren Entfernung 
zweier Querelemente und Lange der sie begleitenden Parenchymzellen 
ungefahr miteinander. 

Wir diirften also zunachst ZusammenschluB von Elementarzellen 
zur Faser oder zellenartige Ausstiilpungen der Primiarzelle haben, 


1 Siehe hierzu z. B. Fitting, Jost, Schenk, Karsten, Lehrbuch der Botanik, 
16. Aufl., Jena 1923, S. 55/56. 

2 Siehe auch L. Dippel, Das Mikroskop, 2. Teil, Braunschweig 1872, 
S. 78. 
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wobei die Innenhaute aus der Fremdsubstanz zu den Querelementen 
werden, dann Umbau, den Anforderungen des Gewebes entsprechend, 
und bei gewissen Zellen, haufig bei Tracheen, GefaBen und Siebréhren, 
eine nachtraglicne Verstarkung der Wand durch Ring- oder Spiralleisten. 
Letztere liegen dann aber meist im Lumen der Zelle und sind als 
Wiilste kenntlich; auch diirften sie im letzten Falle aus Cellulose 
bestehen, nicht aus der Fremdsubstanz. 

Durch vorstehende Deutung der doppelten Querelemente wiirde 
auch eine Einheitlichkeit im Bau langgestreckter Elemente hergestellt 
sein. 

Zu 2. Die mehrfache Ausbildung eines Querelements hat zur Folge, 
daB die Faser (falls die Elemente nicht zuweit voneinander entfernt 
liegen und das Hautsystem nicht gar zu fein ausgebildet ist, was bei 
Coniferen, Tracheiden und Holzzellen kaum, wohl aber bei Bastzellen 
vorkommen kann) beim Querschnitt nicht an beliebiger Stelle zer- 
schnitten wird, daB der ,,Schnitt‘‘ vielmehr zwischen den Teilen eines 
Querelements hindurchgeht und die Faser an den Stellen abquetscht, 
an denen die Querelemente angelegt sind. Von diesem verbleibt ein 
Teil an der oberen, der andere an der unteren Schnittflaiche. Wegen der 
Harte der Cellulosekristallite oder wegen der besonderen Eignung der 
Querwande fiir seitliche Verschiebung kommt die Abquetschung nur an 
diesen Stellen zustande; es sei denn, daB der Abstand der Querelemente 
sehr groB ist. Den eigentlichen Kristalliten weicht das Messer aus. 
Das geht so weit, daB an gut gefiihrten Schnitten eine Celluloseanfarbung 
mit Chlorzinkjod praktisch gar nicht stattfindet. 





aS ke 


Abb. 6a. 


Quersehnitt durch Fichtenholz. Einmalige Bebandlung mit Chlorwasser und Ammoniak. 
Mittellamellen deutlich sichtbar. Der Zuasammenhalt zwischen den Einzelzellen ist noch gewahrt. 
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Legt man in Schnitten, die etwa durch Chlorwasser- und Ammoniak- 
behandlung aufgeschlossen worden sind, die Einzelzellen durch Druck 
auf die Seite (Abb. 6a und 6b) und setzt sie einer vorsichtig geleiteten 


Abb. 6b. 
Der gleiche Schnitt (6a) nach mehrmaliger Chlorwasser- und Ammoniakbehandlung. Der 
Zusammenhalt ist stark vermindert. Druck auf das Deckglas hat die EKinzelzellen auf die 
Seite gelegt. 


Aufquellung durch Kupferoxydammoniak aus, so zeigt sich, daB die 
Querelemente immer die Endflachen begrenzen. Je nach der Starke der 
Ausbildung von Primarzellen und Querelementen sieht man dann 
entweder kugelférmige Auftreibung oder treppenférmige Ablésung. 


Die Tatsache der mehrfachen Ausbildung der Querelemente und 
ibre Trennung in Einzelelemente beim Schnitt bildet also den Schliissel 
fiir das Verstindnis des sonderbaren Verhaltens bei der Anfarbung 
von Schnitten mit Cellulosereagenzien. 


Wird das Gewebe nur aus Parenchymzellen aufgebaut, so geht der 
Schnitt mit Vorliebe in der Mittellamelle entlang. Anders ist es bei 
fleischigen und wenig verholzten Geweben, wo auch die Einzelzelle 
durchschnitten werden kann. 


Zu 3. Die Substanz der Querelemente und der Langshiute der 
Sekundarlamelle gibt im nativen Zustand einige Farbreaktionen, 
die bisher als typisch fir Lignin gehalten wurden, so z. B. die Phloro- 
glucin-Salzsiurereaktion und die Anilinsalzreaktion, weshalb sie all- 
gemein als Lignin angesprochen wurde. Sie wird indessen nicht von 
Oxydationsmitteln wie Chlorwasser oder Chlordioxydlésung und nach- 
folgender Behandlung mit schwachen Basen oder alkalisch wirkenden 
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Salzen und anderen AufschluBverfahren herausgelést, was sie vom 
Mittellamellenlignin unterscheidet. 

Es ist nétig, hier zur Frage von Lignin oder Nichtlignin einige 
grundsatzliche Bemerkungen zu machen. Das Lignin wird bisher ja nur 
an gewissen Gruppenreaktionen oder Léslichkeitseigenschaften, also 
mehr auBerlichen Merkmalen, erkannt. Eine solche Erkennung kann 
natiirlich nur vorlaufigen Wert haben. Ziel muB die Konstitutions- 
aufklarung sein, denn nur die Konstitution kann Auskunft iiber die 
Zusammengehorigkeit zweier chemischer Individuen geben. Es erhebt 
sich nun die Frage, ob das Wort Lignin ein bestimmtes chemisches 
Individuum kennzeichnen soll oder ob wir in ihm eine Gruppen- 
bezeichnung zu sehen haben. Im ersten Fall ist die Fremdsubstanz der 
Querelemente und der Lingshaute sicher kein Lignin. Im zweiten laBt 
sich noch nicht sagen, ob es sich hier um ein Lignin oder eine ganz andere 
Substanz handelt, da der Bau beider Koérper unbekannt ist. 

E. Schmidt und Mitarbeiter bezeichnen diejenigen Anteile der 
Zellwand als Lignine, die ungesattigt und durch Wechselwirkung von 
Chlordioxyd und alkalisch wirkenden Salzen quantitativ entfernbar 
sind!. Nach dieser Definition ware die Fremdsubstanz also kein Lignin. 

Nach der Behandlung mit Chlorwasser ist die Substanz der Quer- 
elemente wie tiberhaupt des Hautsystems sauer. Die Bildung der 
Carboxylgruppen geht parallel der Abnahme der Phoroglucinreaktion, 
weshalb angenommen werden mu, daB die phloroglucinbindende 
Gruppe es ist, die oxydiert wird. Da sich der Schnitt nativen Gewebes 
sowohl bei Fichten- und Aspenholz als auch bei Weizenhalmen im 
Verlauf von ein bis zwei Stunden in fuchsinschwefliger Saure schwach 
rétet, so wird eine Aldehydgruppe hierfiir verantwortlich zu machen 
sein®. Auch das Ausbleiben der Reaktion nach Behandlung mit Hydro- 
xylamin und anderen Aldehydreagenzien spricht dafiir. Méglicherweise 
erhalten neben dieser auch noch andere Gruppen, wie Doppelbindungen 
oder primare Alkoholgruppen, Saurefunktion. Durch nachfolgende 
Behandlung mit schwachen Basen oder basisch wirkenden Salzen JaBt 
sich die Substanz im Gegensatz zu Lignin nicht herauslésen. Wahrend 
das Ammonium- oder Alkalisalz der Ligninsubstanz dunkelbraun ist, 
besitzen diese Salze der Hautsubstanz eine schwach gelbe Farbe. Alle 
diese Eigenschaften unterscheiden sie vom Lignin. Die Farbreaktionen 


1 E. Schmidt, K. Meinel, K. Nevros, W. Jandebeur, Cellulosechemie 11, 
49, 1930. 

2 Auch fiir das Lignin werden Aldehydgruppen fiir die Bindung des 
Phloroglucins verantwortlich gemacht. So sprechen E. Nickel (Chemiker- 
Ztg. 11, 1520, 1887) und Th. Seliwanow (Chemiker-Ztg. 11, 1486, 1887) 
die Farbreaktionen als Aldehydreaktionen an. Siehe auch J’. Grafe, M. 25, 
987, 1904; E. Ungar, Dissertation Ziirich 1914. 
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sind fiir letzteres nicht typisch. Hierauf beruhen die Widerspriiche 
vieler Beobachtungen, die ,,Verholzung* betreffend. Es wird also in 
Zukunft nétig sein, zwischen der Substanz des Hautsystems und der 
Ligninsubstanz der Mittellamelle zu unterscheiden. 

Aus den dargelegten Griinden mu8 auch eine quantitative Be- 
stimmung des Lignins durch Phloroglucin!, eine Methode, die auch zur 
Bestimmung von Holzschliff im Papier empfohlen wurde, fehlerhaft sein. 

Wie am Schlusse mitgeteilte Versuche zeigen, liBt sich die Menge 
der Sauregruppen durch Einbringen des Zellstoffs in verdiinnte Natron- 
lauge und Riicktitration bestimmen. Die Faser, die anfangs sauer war, 
reagiert jetzt gegen Lackmus neutral. Wasser vermag die Base nicht 
oder nur in ganz beschranktem MaBe auszuwaschen. Schwache Sauren 
entfernen sie vollstandig und machen die Zellmembran wieder sauer und 
damit fiir basische Stoffe wieder aufnahmefahig. Ebenso verualten 
Ammoniak und andere lésliche Metallhydroxyde. Da nun technisch 
gewonnene Faserstoffe nach dem AufschluB fast ausnahmslos eine 
Bleiche durchmachen, zu der Chlorkalk oder Natronhypochlorit 
verwendet werden, geht der Faserstoff stets ne’ alisiert aus diesen 
hervor und besitzt stets eine Menge von Metallen, die durch Hauptvalenz- 
bindung festgehalten wird und durch Waschen mit Wasser nicht entfernt 
werden kann. Hierauf diirften auch einige Widerspriiche zuriickzufiihren 
sein, die sich bei der Untersuchung der Aufnahme von Metallen aus 
Salzlésungen durch die Faser ergeben? und die Schwalbe und Teschner 
zu klaren suchen®. Natiirlich muB man auch beriicksichtigen, daB durch 
den technischen DruckaufschluB die Hautsubstanz Veranderungen 
erlitten haben kann, die méglicherweise auch die Aldehydgruppe 
betreffen. Wie Verfasser zeigte, ist das Quellungsbild technischer 
Zellstoffe oft recht undeutlich*. 

Zu 4. Es kénnte auf den ersten Blick ungewéhnlich erscheinen, 
daB die diinne Membran des Querelements in nativem Zustande fiir die 
Chlorzink-Jodlésung nicht permeabel sein sollte. Dem ist jedoch nicht 
so. Es liegt eine ganze Reihe von Arbeiten vor, die die Kutikula, und 
diese entspricht ja der Primarlamelle der Gewebefaser, auf ihre Durch- 
lassigkeit fiir Farbstofflésungen untersuchten. Sie erwies sich gegeniiber 
allen gepriiften — und das war eine sehr groBe Anzahl — véllig im- 
permeabel >. 


1 4. F. Cross, E. J. Bevan, J. F. Briggs, B. 40, 3119, 1907; Chemiker- 
Ztg. 31, 725, 1907; siehe auch Korn, Zellstoff und Papier 7, 315, 1927. 

2 C.G. Schwalbe, Robsahm, Wochenbl. f. Papierfabrikation 43, 1454, 
1912; HE. Heuser, Papierfabrikant 42, 1194, 1205, 1914; Tingle, Journ. 
Ind. Eng. Chem. 14, 198, 1922. 

3 C.G@. Schwalbe, G. Teschner, Papierfabrikant 23, Festheft, 144, 1925. 

4 M. Liidtke, Melliand Textilberichte 10, 445, 1929. 

5 Siehe Czaja, Planta 10, 424, 1930. 
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Interessant ist nun, daB, sobald die oxydierende Wirkung des 
verwendeten Agens (siehe Tabellen I bis III) vollzogen ist, was lediglich 
einige Stunden in Anspruch nimmt, die Chlorzink-Jodanfarbung 
positiv und damit Permeabilitat vorhanden ist. Da durch die Oxydations- 
mittel scheinbar nur eine Wirkung auf Aldehyd-, vielleicht noch auf 
ungesattigte Gruppen vollzogen wird, muB man also folgern, daB diese 
geringe Veranderung im Molekil der Fremdsubstanz, die fiir seine 
1r6Be vielleicht gar keine Rolle spielt, eine weitgehende Beeinflussung 
der kolloidchemischen Eigenschaften im Gefolge hat. 

Die Hautsubstanz ist im nativen Zustande auch fiir Kupferoxyd- 
ammoniak nicht durchlassig, weshalb ein Herauslésen der Cellulose aus 
der darunter liegenden Sekundirlamelle einfach unméglich wird. 
Erst langeres Verweilen in einer Séure oder in Alkalien und kiirzere 
Pebandlur gz mit oxydierenden Mitteln machen diese Membran permeabel. 
Sie 14Bt in der isolierten Faser das Kupferoxydammoniak hinein, 
aber nicht die Celluloselésung nach auBen treten. Auf dieser Tatsache 
und der auBerordentlichen Dehnbarkeit der Primarlamelle auch in dem 
veranderten Zusten in dem sich nach der Isolierung die Faser befindet, 
beruht die Kugelquellung in diesem Medium. 

Zu 5. Wenn die alte Auffassung, daB die Sekundarlamelle mit 
Lignin durchwachsen sei und dieserhalb keine Anfirbung mit Chlor- 
zinkjod gebe (sondern in gut gefiihrten Schnitten nur eine Gelbfarbung 
durch Speicherung von Jod), richtig ware, so sollte man erwarten, 
daB einmal doch eine leichte Tingierung an einzelnen Punkten zu sehen 
ware und zum andern ein Druck auf die Zelle oder ein Anstechen der 
Sekundarlamelle mit einer feinen Nadel keine weitere Verainderung 
hervorruft. Dem ist aber nicht so. Man hat nur nétig, solche mit 
Chlorzinkjod gelb gefarbten Schnitte zu quetschen (Abb. 7) oder in der 
Sekundarlamelle anzustechen, um augenblicklich unter dem Mikroskop 
an den von der Verletzung betroffenen Stellen Blauviolettfarbung 
wahrnehmen zu kénnen. Auch jede andere Art der Zerstérung des 
Feinbaues, z. B. durch Herstellung von Schnitten mit einem schartigen 
Messer oder durch Zermahlen, fiihrt zum Ziel. Die Deutung dieses 
Phinomens aus der Vermengung der Komponenten heraus vermag 
diesen Tatsachen nicht gerecht zu werden, wohl aber die vom Verfasser 
geiuBerten Anschauungen eines Hautsystems in der Membran!. 

Zu 6. Auch die Mittellamelle diirfte, wenigstens in ihrem morpho- 


: logischen Aufbau, nicht einheitlich sein. Verfasser wies schon friiher 
_ darauf hin?, daB Holz besonders leicht in der Mittellamelle spaltet, 


: 1 Diese Anschauung ist a'io nicht identisch mit der von Kénig und 
| Rump (1. ¢.), wie man einer Mitteilung von E. Schmidt, Meinel, Nevros und 
Jandebeur, Cellulosechemie 11, 51, 1930, entnehmen kénnte. 

2 M. Liidtke, B. 61, 465, 1928. 
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daB also sozusagen jede Zelle sich mit einer eigenen Mittellamelle 
umgeben hat, die mit der der Nachbarzelle an den Grenzflachen ver- 
wachsen ist, méglicherweise unter Zuhilfenahme einer verleimenden 
Substanz. Inzwischen hat sich auch Lepik! der Ansicht einer mehr- 
schichtigen Mittellamelle aus anderen Griinden angeschlossen. Seine 
Untersuchungen gelten allerdings der nicht verholzten Wandung der 
Kartoffelknolle, diirften also eine pektinartige Substanz betreffen. 





Quersehnitt von Fichtenholz in Chlorzinkjodlisung. 


a) Zerstérung der Haut durch schartiges Messer. 
b) Mit der Spitze einer Pripariernadel angestochene Zellen. 
c) Mit der Pripariernadel gequetschte Zellen. 
d) Jahresring. 
Die drei Stellen a, b und e sind durch Chlorzinkjodlisung blau gefirbt, 
alles andere ist gelb. 


Ein weiterer Beweis fiir die geaiuBerte Ansicht besteht darin, 
daB die Einzelzellen beim Einbringen von Schnitten in 70 bis 75 °,ige 
Schwefelsaure sich gegenseitig infolge Verquellung der Sekundarlamellen 
in der Mittellamelle verschieben (Abb. 8), was nicht der Fall sein diirfte, 
falls diese einheitlich ist. 


Auch vom physiologischen Standpunkt aus ist ein solches Bau- 
prinzip zu fordern, da ja dauernd Veranderungen in der Lage wachstums- 


1 Lepik, Phytopathologische Zeitschr. 1, 83, 1929. 
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fahiger Zellen zueinander stattfinden, was auch als gleitendes Wachstum 
bezeichnet wird!. 





Abb. 8. 


Fichtenholzquersehnitt in 75° 9iger Schwefelséure. Verschiebung der einzelnen Zellen gegen- 
einander in der Mittellamelle. 


3. Uber die Phloroglucin- und die Chlorzinkjodreaktion nach Behandlung der 
Membran mit verschiedenen Mitteln. 

Wie im vorigen Abschnitt gezeigt worden ist, gibt die Substanz des 
Hautsystems im nativen Zustand eine rote Farbreaktion mit wasseriger 
Phloroglucin-Salzséure, die durch den ChloraufschluB verschwindet. 

Es war nun zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt und durch welche 
Reagenzien die Rotfairbung aufgehoben wird und die Chlorzinkjod- 
farbung der Cellulose auftritt. Wie aus den TabellenI bis III, die 
Mikrotomschnitte von Fichten- und Aspenholz sowie Weizenhalmen 
betreffen, zu entnehmen ist, sistieren saure Agenzien unter den an- 
gegebenen Umstianden die Phloroglucinreaktion nicht. Selbst ein 
Mittel wie 72 °.,ige Schwefelsiure kann nicht verhindern, daB noch nach 
24 Stunden zwar schwiachere, aber doch deutlich sichtbare Reaktion 
vorhanden ist. 

Etwas schneller bringen Basen die Phloroglucinreaktion zum 
Verschwinden. So ist die Rotfirbung nach 24stiindigem Liegen der 
Schnitte in 6°, iger Natronlauge und 2 °,igem Ammoniak abgesch wacht 


1 G. Krabbe, Das gleitende Wachstum, Berlin 1886. 
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Tabelle III. 


Phloroglucin-Salzsiurereaktion und Chlorzink-Jodreaktion von Weizen- 
halmschnitten zwischen dem ersten und zweiten Internodium nach ver- 
schieden langer Behandlung mit den in Spalte 1 genannten Reagenzien. 








Phloroglucin- 


Salzséurereak- Chlorzink-Jodreaktion nach 
tion nach 
2Std. | 24 Std. 2 Std. 24 Sta. 
HCl, 12% ++ +  Hypoderm kaum gefarbt. Die + 
GefaBbiindel an gewissen 
Stellen starke Farbung 
NaOH, 6% + + Etwas intensiver als vorstehend + 
Chlorwasser 0,4 % — _ a ++ 
NaOCl — = obeys +++ 
H, 0, 1,5% + NH; 1% “ + ++ 


al 
H,0, 15% + HCl 02% ++ + | Wie fiir HCl angegeben + 


und einstiindiges Erhitzen in 6°, iger Natronlauge (95°) laBt keine 
Farbreaktion mehr erkennen. 

Ganz anders wirken Oxydantia. Chlor als 0,4°.,iges Chlorwasser, 
also in schwach saurer Lésung oder in Kombination mit Basen als 
Natriumhypochlorit gebraucht, 1a8t in diinnen Schnitten (etwa 20 4) 
schon nach einer Stunde keine Phloroglucinreaktion mehr hervortreten, 
wahrend sie sich bei dickeren Schnitten (et wa 50 jz) hin und wieder noch 
schwach abzeichnet. 3°,,iges Wasserstoff-Peroxyd allein hat gar keine 
Wirkung. Auch Zusatz von 6 °,,iger Salzséure erhéht die Wirkung nur 
wenig. Mit dem gleichen Volumen 2°,,igen Ammoniaks verdiinnt, 
ist die Phloroglucinreaktion nach einer Stunde nahezu, nach einem 
Tage vollig verschwunden. 

Parallel zu den Versuchen iiber das Verhalten der Membran zu 
Phloroglucin und Salzsiure gingen solche mit Chlorzinkjod. Es zeigte 
sich, daB diese Reaktion um so deutlicher auftritt, je weiter die Phloro- 
glucinfarbung zuriickgegangen ist. Sie ist also viel starker nach ein- 
stiindiger Einwirkung von Chlorwasser, Wasserstoff-Peroxyd und 
Ammoniak oder Natriumhypochlorit, als nach eintagigem Liegen der 
Schnitte in 12 °,,iger Salzsiure, 10 °,,iger Salpetersiure oder Schwefel- 
sdure, salpetriger und schwefliger Saure, 6 °.,iger Natronlauge, 2 °.,igem 
Ammoniak oder heiBem Phenol (siehe TabellenI bis III). 

Ein reduzierendes Agens wie Zink und Salzséure vermochte keine 
Einwirkung zu erzielen. 

Aus diesen Untersuchungen ergibt sich ganz klar, daB nicht das 
hydrolysierende sondern das oxydierende Mittel es ist, das zur Auf- 
hebung der Phloroglucin- und zum Eintritt der Chlorzink-Jodreaktion 
fiihrt. Wenn diese Tatsache friiher als Sprengung von Ester- oder 
Atherbindung zwischen Lignin und Cellulose gedeutet wurde, so muB 
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man sich fragen, warum denn die viel staérkeren sauren und basischen 
Mittel nicht das zuwege bringen, was die schwach sauren und basischen 
Oxydantia in viel kiirzerer Zeit vermégen. Nicht die Sprengung der 
chemischen Bindung zwischen Lignin und Cellulose fiihrt zum Ver- 
schwinden der Phloroglucin-Salzsiurereaktion und zum Eintritt der 
Chlorzink-Jodreaktion, wie bisher meistens angenommen wurde, 
sondern die Oxydation der Hautsubstanz von Aldehydcharakter zur 
Saure und die damit zusammenhingende Permeabilitat hat diese Er- 
scheinungen im Gefolge. Auch hierdurch wird also Punkt 1 unserer 
Ausfiihrung in dem eingangs gegebenen Sinn bestatigt. Siehe hierzu 
auch Abschnitt 5 und 6. 

Es sei noch darauf hingewiesen, daB nach Einwirkung gewisser 
Mittel, wie schwefliger Saure (5°.ig), Salpeterséure (10°,,ig) oder 
Natriumhypochlorit die Phloroglucinreaktion eine Verschiedenheit in 
der Farbe der Mittellamellensubstanz und der der Querelemente 
aufweist. Da beide Bauelemente verschiedene Dicke haben und der 
Farbton hierdurch beeinfluBt wird, ist es naturgemaB schwierig, 
hierauf Aussagen tiber substantielle Verschiedenheiten zu griinden, 
wenngleich auch anzunehmen ist, daB die beobachteten Differenzen 
wenigstens zum Teil auf ihnen beruhen. 

Weiter ist ersichtlich, daB das Vorhandensein einer Farbreaktion 
nicht fiir die gesamte darunter liegende Substanz zu gelten braucht, 
da durch den lamellésen Bau der wahre Sachverhalt oft verschleiert 
wird; eine Verletzung der Lamelle durch mechanische Mittel kann hier 
oft Klarheit schaffen. 


4. Uber Verholzung und Entholzung. 


Aus den Darlegungen der vorangegangenen Abschnitte ist ersicht- 
lich, daB viele Angaben, die man tiber das L*gnin, seinen Lagerort und 
seine Formung gemacht hat, dieses gar nicht betreffen, vielmehr der 
Substanz des Hautsystems zukommen. Das gilt insbesondere fiir alle 
diejenigen Arbeiten, die tiber das Vorhandensein von Lignin in der 
Sekundar- und Primarlamelle berichten, ferner fiir viele Untersuchungen, 
die den Vorgang der Verholzung und Entholzung betreffen!. 


1 Sanio, Jahrb. f. wiss. Bot. 9, 50, 1873; Burgerstein, Sitzungs- 
berichte der Wiener Akademie der Wissenschaften 70, 1, 1874; Lange, 
Flora, N. F., 49, 393, 1891; Warburg, Ter. d. deutschen bot. Ges. 
11, 425, 1893; Schellenberg, Jahrb. f. wiss. Pot. 29, 237, 1896; Nathanson, 
Jahrb. f. wiss. Bot. 82, 671, 1898; Linsbauer, Verhandlungen der zool.-bot. 
Ges. Wien 58, 89, 1908. R. Hartig, Lehrbuch der Anatomie und F hysiolo- 
gie der Pflanzen 1891; EF. Schilling, Jahrb. f. wiss. Pot. 62, 528, 1923; 
W.G, Alexandrov, S.J. Djaparidze, Ylanta 4, 467, 1927; A. Frey, Ber. d. 
deutschen bot. Ges. 46, 444, 1928; W.G. Alexandrov, O.G. Alexandrova, 
Planta 7, 340, 1929. 
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Der Begriff der Verholzung, der urspriinglich den Gesamthabitus 
eines bestimmten pflanzlichen Gewebes charakterisierte, also physika- 
lische, chemische, morphologische, physiologische, dékologische und 
teleologische Eigenschaften gleichermaBen umschrieb, wurde dadurch. 
daB es gelang, chemische Reaktionen aufzufinden, die besonders in 
sogenannten verholzten Zellwinden vorkamen, mehr und mehr zu einem 
chemischen Begriff umgebogen. Das brachte ihn in einen Widerspruch 
zu sich selbst. Denn wie es einerseits Gewebe gibt, die keine der ,,Holz‘- 
Reaktionen zeigen, aber ihrem ganzen Verhalten nach Holzcharakter 
haben, existieren andererseits pflanzliche Gebilde, die sich umgekehrt 
verhalten!. Uberdies lehren diese Untersuchungen, daB geringfiigige 
Verinderungen im Molekiilbau gewisser Stoffe geniigen kénnen, 
eine Farbreaktion aufzuheben. Ihr Verschwinden oder Auftreten 
braucht also keineswegs identisch zu sein mit der Fortschaffung oder 
Bildung des Stoffes, wie oft, wenn von Entholzung oder Verholzung die 
Rede ist, als selbstverstandlich angenommen wird. 


Man sollte daher dem Begriff der Verholzung seinen urspriinglichen 
Sinn wiedergeben und nicht von Holzreaktionen sprechen, da es ja nur 
einige, wenn auch charakteristische, so doch nicht fiir das Holz typische 
Stoffe sind, die sie geben. Aus dem Gesagten wird deutlich, daB der 
Begriff der Verholzung ein ZweckmaBigkeitsbegriff ist, der sich vom 
Standpunkt einer Disziplin aus gar nicht exakt begrenzen laBt, es sei 
denn, daB man ihm seinen tibergeordneten Sinn nimmt. 


Es ist bekannt, daB die ,, Verholzung*‘ der sekundaren Lamellen — 
durch die Phloroglucinreaktion verfolgt — in den peripheren Schichten 
beginnt und nach innen fortschreitet. Der Vorgang ist oft von einer 
Verdickung der Wand, also Vermehrung der Schichten begleitet. 
Umgekehrt geht die Entholzung vor sich: die Phloroglucinreaktion 
verschwindet zunachst auf den inneren Schichten und danach auf den 
auBeren. Ist eine Schicht ,,entholzt‘‘, so sind Fermente — sowohl solche 
des Gewebes als auch diejenigen anderer, Gewebe auflésender pflanz- 
licher oder tierischer Organismen — imstande, die darin befindlichen 
Kohlenhydrate abzubauen. Daher sieht man den Vorgang der Ent- 
holzung oft von einem Diinnerwerden der Zellwand begleitet. 


Es hat also den Anschein, als ob die Substanz des Hautsystems 
einen Schutz der Wand gegen auflésende Prinzipien darstellt und daB, 
sobald ein Teil der Zellwand (Fibrille, Streifen, Schicht) erst von der 
Hautsubstanz eingehillt ist, er der Umbildung und dem Wachstum 
weitgehend entzogen und in einen stabilen Zustand getreten ist. Soll die 
Zellwand umgebildet oder véllig aufgelést werden, so ist zunachst eine 


1 F.C. v. Faber, Ber. d. deutschen bot. Ges. 22, 177, 1904. 
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Aufbau und Bildung der pflanzlichen Zellmembran. 2] 


Veranderung der Hautsubstanz notwendig. Ihre Umbildung brauclit 
keine vollstandige Beseitigung zu sein. Eine Verainderung gewisser 
chemischer Gruppen kann, wie oben gezeigt worden ist, geniigen, 
um Permeabilitat und damit die Méglichkeit fermentativen Eingriffs 
zu schaffen. 


Diese Tatsache der Entholzung bzw. des Auflésens verholzter 
Gewebe setzt voraus, daB die Pflanze, falls die Notwendigkeit dafiir 
eintritt, Fermente produzieren kann, die sowohl die Hautsubstanz als 
auch das Lignin abzubauen imstande sind. Da andererseits auf die 
groBe Resistenz des Hautsystems gegeniiber kohlenhydratspaltenden 
Enzymen hingewiesen werden konnte!, diirfte die Hautsubstanz kaum 
kohlenhydratartigen Charakter haben. Wie die Cellulase auf verschiedene 
Zellstoffpriparate wirkt, ist besonders von Karrer und seinen Mit- 
arbeitern untersucht worden®. Hier sieht man deutlich, wie neben de: 
,,Packung** das Hautsystem der Verzuckerung entgegenwirkt. 


Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei der Starke, die bekanntlich erst 
nach Verquellung, wobei das Hautsystem zerreiBt, léslich wird. 


Uber die Verinderungen, welche die Substanz im Boden erfahrt, 
14Bt sich aus neueren Arbeiten entnehmen®, daB sie mit der Zeit einen 
Abbau erleidet. Sie verhalt sich also auch in dieser Beziehung anders als 
das Lignin, das zwar verandert, aber nicht aufgelést wird. 


5. Uber das Herauslésen von Cellulose aus nativem Gewebe. 


Aus vorstehenden Darlegungen ist zu ersehen, wie sich die einzelnen 
Lamellen von chemisch verschiedener Substanz schalenartig umhiillen. 
Um also eine Herauslésung der Cellulose zu erreichen, ist es nétig, 
entweder die Mittel- und Primarlamelle zu entfernen oder ein cellulose- 
lésendes Mittel in Anwendung zu bringen, das sowohl fiir sich als auch 
mit der Cellulose beladen durch die genannten Lamellen permeieren kann. 
Da ein solches Mittel kaum bekannt sein diirfte, bleiben zur direkten 
Auflésung der Cellulose nur zwei Wege iibrig: entweder die Lamellen so 
zu verandern, da® sie fir Medium und Celluloselésung permeabel werden, 
oder eine weitgehende Zerkleinerung des Gewebes vorzunehmen. 


1M. Liidtke, A. 466, 27, 1928; Phytopathologische Zeitschir. 2, 341. 
1930. 

2 Seillére, Compt. rend. soc. biol. 638, 515, 1907; P. Karrer, Zeitschr. f. 
angewandte Chemie 37, 1003, 1924; P. Karrer, H. Illirg, Kolloidzeitschr.. 
Erganzungsbd. 36, 91, 1925; Helv. 8, 245, 1925; P. Karrer, P. Schubert. 
Wehrli, Helv. 8, 797, 1925: 9, 893, 1926; O. Faust, P. Karrer, ebendaselbst 
12, 414, 1929. 

3 F. Fischer, R. Lieske, diese Zeitschr. 208, 362, 1928; FE. Opfermann. 
G. Rutz, Papier-Fabrikant 28, 780, 1930. 
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Der erste Weg wurde von Hoffmeister! und neuerdings von Kalb 
sowie Freudenberg und deren Mitarbeitern? beschritten, indem sie das 
Material abwechselnd mit Séure und Kupferoxydammoniak behandelten. 
Der zweite wird im nachfolgenden benutzt. Die Zerkleinerung muB zu 
diesem Zwecke soweit getrieben werden, daB die einzelne Zelle zerrissen 
wird. Das als Sagemehl bekannte Produkt erfillt diese Bedingungen 
nicht. 

Gelingt es unter solchen Umstanden, eine erhéhte Auflésung z. B. 
in Kupferoxydammoniak zu erzielen, so ist erwiesen, daB die schlechte 
Auflésbarkeit nicht auf chemische, also Hauptvalenzbindung an andere 
Membranbestandteile, besonders an Lignin, zuriickzufiihren ist. Es sei 
denn, daB man eine gleichzeitige Aufhebung der chemischen Bindung 
bei der Lésung durch das Agens befiirwortet. Diese Bindungssprengung 
miuBte dann stets an der gleichen Stelle und in gleicher Reaktion vor 
sich gehen, gleichgiltig, ob man basisch wirkende Mittel wie Kupfer- 
oxydammoniak oder Alkali, Sauren oder oxydierende Agenzien anwendet. 
Denn durch alle diese Mittel erhalt man die gleiche Cellulose. 

Zu unseren Versuchen verwenden wir: 

1. Einen als ,,Mehlstoff‘‘ bezeichneten Holzschliff* aus Fichtenholz. 
Er hatte lediglich eine mechanische Bearbeitung am Stein erfahren; 
die mikroskopische Betrachtung zeigte, daB es sich um einen sehr fein 
zerteilten Holzschliff handelt. Er wurde noch weiter im Morser zerrieben. 

2. Einen normalen Fichtenholzschliff der gleichen Firma. 

3. Fichtensigemehl. 

Die nachstehende Tabelle zeigt, daB je weiter die Zerkleinerung 
getrieben wurde, desto gréBer die Ausbeute an herausgeléster Cellulose 
war. 

Tabelle IV. 
Fichtenholz in verschiedener Zerkleinerungsform. Ausbeute an Cellulose 


durch Extraktion mit Kupferoxydammoniak (genaue Behandlungsweise 
siehe unter ,,Versuche**). 





Mehlstoff Holzschliff Sagemehl 


% Cellulose einschlieBl. Hemicellulosen | 21,16 10,30 3,52 


Hiermit ist erwiesen, daB eine Léslichkeit weitgehend zu erreichen 
ist, wenn man fiir entsprechende Zerkleinerung sorgt. Dab die Auflésung 
der Cellulose auch bei Mehlstoff noch nicht vollstandig ist, lag lediglich 


1 W. Hoffmeister, Landwirtsch. Jahrb. 17, 239, 1888. 

2 L. Kalb, Th. Lieser, B.61, 1007, 1928; K. Freudenberg, H. Zocher, 
W. Diirr, B. 62, 1814, 1929. 

3 Das Produkt verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn P. Klem, 
Vorstand der technischen Abteilung der Norsk Traemassekomp. AS., Oslo. 
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Aufbau und Bildung der pflanzlichen Zellmembran. 23 


an der immer noch nicht geniigenden Zerstérung des Hautsystems, 
wie die mikroskopische Betrachtung zeigte. Demnach wird die erste, 
eingangs unserer Arbeit gestellte Frage auch durch diese Versuche dahin 
beantwortet, daB Hauptvalenzbindung von Cellulose und Lignin nicht 
statthaben kann. 


6. Diskussion eigener Ansichten iiber die verholzte Zellwand. 


Dem Leser wird nicht entgangen sein, daB die beschriebenen Be- 
obachtungen und ihre Deutungen in dieser oder jener Hinsicht im 
Gegensatz zu den Ansichten anderer Autoren stehen. Diese Wider- 
spriiche verlangen jetzt eine Klarung. 

Ritter! hat angegeben, daB in der Primar- und Sekundarlamelle 
etwa 25°, einer als Lignin zu bezeichnenden Substanz und in der 
Mittellamelle etwa 75°, der gesamten Ligninmenge (hier in einer 
Form von héherem Methoxylgehalt und hellerer Farbe) vorliegen, 
die beim AufschluB herausgelést werden. Der Verfasser kam zu dieser 
Deutung seiner Untersuchungsresultate, weil er sich der alten Ansichten 
vom morphologischen Bau der Membran bediente und eine Methodik 
wahlte, die (wie er selbst zugibt) zur Festlegung des Lagerortes nicht 
ausreichend sein konnte. Wir geben nur zu bedenken, daB eine um eine 
solche Substanzmenge beraubte Faser in ihrer Festigkeit? derart 
gelitten haben muB, daB sie ihre Aufgabe nicht mehr erfiillen kann. 
Wie ein Zerstéren und Herauslésen der nur 2 bis 3°, betragenden 
Fremdsubstanzmenge aus der Membran wirkt, sehen wir beim Vorgang 
der Carbonisierung. Hierbei zerfallt die Faser in kurze Stiicke von der 
Lange des Zwischenraumes zweier Querelemente?®. 

K. Freudenberg und seine Mitarbeiter sind der Ansicht*, daB in der 
gesamten Membran (also sowohl der Mittel- als auch der Primar- und 
Sekundarlamelle) z. B. des Fichtenholzes nur ein Lignin vorkommt. 
Dieser Ansicht kann nach Vorstehendem nicht beigepflichtet werden. 
Es handelt sich hier um zwei Substanzen, méglicherweise um zwei 
Lignine, von denen die eine durch den AufschluB entfernt wird, wihrend 
die andere zwar in ihrem chemischen Bau verandert wird, aber in ihren 
Formelementen erhalten bleibt. Diese Formelemente stellen nicht, 


\@G. J. Ritter, Ind. Eng. Chem. 17, 1194, 1925. 

2 Unter Festigkeit ist hier nur die Festigkeit der Einzelfaser zu ver- 
stehen. Die Gesamtfestigkeit eines technischen Fasermaterials setzt sich aus 
der Festigkeit der Einzelfaser, ihrer Lange und Krauselung (,,Verfilz- 
barkeit‘‘) sowie der verklebenden Wirkung der durch die Vorbehandlung 
mehr oder weniger veranderten Cellulosebegleiter zusammen. Je nachdem. 
in welcher Weise das Material beansprucht wird, wird diesen drei Faktoren 
eine verschiedene Bedeutung zukommen, ebenso die Art der Messung. 

3 M. Liidtke, A. 466, 27, 1928. 

* K. Freudenberg, H. Zocher, W. Diirr, B. 62, 1820, 1929. 
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24 M. Liidtke : 


wie die Autoren meinen, ein Durcheinander von stabartigen Elementen 
dar, deren Enden bis in die Sekundarlamelle hineinragen, sondern sie 
sind durch die Mittellamelle und das Hautsystem der Sekundarlamelle 
gegeben. Andernfalls wire das Hervorrufen der Chlorzink-Jodreaktion 
durch Druck auf die Zellen (siehe Abschnitt 2 und Abb. 7), wobei die 
Haute zerreiBen oder zerspringen, nicht erklarlich. Auch besteht fiir die 
Mittellamelle in morphologischer Beziehung durchaus die Méglichkeit 
der Nichteinheitlichkeit. 

Die von Ritter und von Freudenberg als Lignin der Sekundarlamelle 
angesprochene Substanz bleibt also beim Aufschlu8 innerhalb der 
Faser. Sie ist in Beziehung auf ihre Eigenschaften nicht identisch mit 
dem oxydablen und auflésbaren Lignin, sondern eine Fremdsubstanz, 
die lediglich einige Eigenschaften mit ersterem gemeinsam hat und mit 
jener Substanz iibereinstimmt, die vom Verfasser auf und in der 
Sekundarlamelle der Zellwand entdeckt und in Gestaltung und Eigen- 
schaften friiher beschrieben wurde!. Ihre Menge betragt fiir Weizen- 
zelistoff bei Zugrundelegung eines Molekilgewichts von etwa 200 fiir 
eine Carboxylgruppe (siehe Versuche) 2,48°, der Zellstofftrocken- 
substanz?, aber nicht 25 °,,der gesamten Ligninmenge, wie Ritter angibt. 
Das eigentliche Lignin ist auf die Mittellamelle beschrankt und der 
Ort der Celluloseablagerung ist die Sekundarlamelle. Die Primarlamelle 
ist nur eine ganz diinne Haut, die weder Cellulose birgt, noch aus 
Lignin besteht, vielmehr ganz und gar aus der Fremdsubstanz 
aufgebaut ist. 

Nach E. Schmidt und Mitarbeitern® ist die Cellulose zwar nicht 
direkt chemisch an das Lignin gebunden, wohl aber durch Vermittlung 
einer Zwischensubstanz, die eine Polyglucuronsdure darstellt. Der 
Nachweis stiitzt sich darauf, daB der mit Chlordioxyd gewonnene 
Zellstoff (oder die Skelettsubstanz nach Schmidt) sauren Charakter hat, 
und da Schmidt und Vocke* in einer friiheren Arbeit bei Algen Glucuron- 
sure als sauren Bestandteil fanden, glauben sie sich berechtigt, auch 
hier diese Séure annehmen zu diirfen. Die Sauregruppen sollen durch 
Abspaltung des Lignins, mit dem sie verestert waren, entstanden sein. 
Eine andere Gruppe der Polyglucuronsaure haftet an der Cellulose. 
Der ChlordioxydaufschluB iibt nach Schmidt und Mitarbeitern® keinen 





1 M. Liiitke, A. 466, 27, 1928; Melliand Textilber. 10, 465, 525, 1929; 
Papier-Fabrikant 28, 129, 1930. 

* Legt man das von Beckmann u. Liesche (diese Zeitschr. 121, 203. 
1921) angegebene Aquivalentgewicht von etwa 382 fiir eine Carboxyl- 
gruppe des Lignins zug-unde, so erhéht sich der Wert entsprechend. 

* E. Schmidt, W. Haag, L. Sperling, B. 58, 1394, 1925; E. Schmidt, 
K. Meinel, E. Zintl, B. 60, 503, 1927; E. Schmidt, K. Meinel. K. Nevros, 
W. Jandebeur, Cellulosechemie 11, 49, 1930. 

‘ BE. Schmidt, F. Vocke, B. 59, 1585, 1926. 
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KinfluB auf die chemische Konstitution der Saure und der Cellulose aus, 
weshalb die Autoren fiir ihr Produkt die Bezeichnung Skelettsubstanz 
wahlen — im Gegensatz zu anderen Produkten, die infolge der Ver- 
inderung, die sie beim AufschluB erlitten haben, als Zellstoff oder 
Rohfaser bezeichnet werden. 

Die Angaben von Schmidt und Mitarbeitern stehen also in chemischer 
wie morphologischer Beziehung im Gegensatz zu den hier und friiher vom 
Verfasser gemachten Darlegungen tiber Cellulose und Lignin, sie waren 
deshalb nachzupriifen, um Klarheit tiber die Diskrepanzen zu schaffen, 
und es ist folgendes festgestellt worden: 

Das Chlordioxyd ist kein spezifisch wirkendes Reagens. Es oxydiert 
genau so wie z. B. Chlorwasser die Substanz des Hautsystems wahrend 
des Aufschlusses, wobei Saéuregruppen entstehen. Es findet demnach 
keine Entesterung statt, sondern Oxydation. Der Beweis fiir das 
Vorhandensein von Polyglucuronséuren, der lediglich auf einem 
Analogieschlu8 mit den Uronsiuren von anderen Pflanzen beruht, 
geniigt nicht. Was die Autoren als Polyglucuronsauren titrieren, ist die 
durch die AufschluBmittel sauer gewordene Substanz des Hautsystems. 
Ob sie in nativer Form ganz oder zum Teil aus Uronsauren aufgebaut ist, 
bedarf noch des Nachweises. Die Saure wird nicht durch Basen wie 
0,04 °,,iges bis 0,2°%,iges Alkali entfernt. Sie wird vielmehr durch 
Metallhydroxyde, basisch wirkende Substanzen oder Ammoniak neutrali- 
siert. Mit schwachen Saéuren behandelt und ausgewaschen wird der 
Substanz der saure Charakter wiedergegeben. Ob die Membran sauer 
oder neutral] reagiert, hangt also davon ab, welches Mittel den AufschluB 
beendete. 

Aus dem Gesagten ergibt sich, daB eine chemische Bindung zwischen 
Lignin und Cellulose auch durch Vermittlung einer Polyglucuronséure 
nicht in Frage kommen kann. Man sollte daher auch nicht von einer 
Konstitutionsermittlung des Holzes! sprechen. 


7. Der Aufbau der verholzten Zellwand. 


Nachdem die Widerspriiche mit den von anderer Seite geiuBerten 
Ansichten eine Klarung erfahren haben, kann folgendes Bild vom 
Bau des verholzten Gewebes, insonderheit vom Bau der verholzten 
Faser, in chemischer und morphologischer Beziehung gegeben werden: 

Das in der Mittellamelle verholzter Gewebe abgelagerte Lignin ist 
auf diese beschrankt. Es durchwachst nicht die benachbarte Primar- und 
Sekundarlamelle. Wenn diese Ansicht bisher in weiten Kreisen herrschte, 
so beruht das darauf, daB der Begriff des Lignins nicht eindeutig ist und 


1 E. Schmidt, Verein d. Zellstoff- u. Papier-Chemiker u. -Ingenieure, 
Jahresber. 1928, 8. 27. 











26 M. Liidtke: 


daB es Substanzen gibt, denen ebenfalls einige der zu seiner Identi- 
fizierung gebrauchten Farbreaktionen zukommen. Zu diesen Substanzen 
gehért die des Hautsystems der Sekundarlamelle. Sie hat mit dem 
Lignin weiterhin die leichte Oxydierbarkeit durch Chlor, Chlordioxyd 
und ammoniakalisches Wasserstoff-Peroxyd gemeinsam, laBt sich aber 
nicht durch nachfolgende Behandlung mit Basen oder basisch reagieren- 
den Salzen herauslésen. Wahrend das Lignin bzw. die Ligninséure 
z. B. in Form des Alkalisalzes leicht wasserléslich und demgemal 
entfernbar ist, bleibt das Salz der Hautsubstanz auf und in der Zellwand 
erhalten. Seine Farbe ist nicht dunkelbraun wie die des Ligninsalzes, 
sondern nur schwach gelb. 

Diese Substanz bildet nicht nur die Primarlamelle sondern auch die 
Querelemente und die iibrigen Innenhaute, wie aus Lings- und Quer- 
schnitten hervorgeht, und diese Tatsache zusammen mit dem eigen- 
artigen Bau dieser Elemente und ihr Verhalten beim Querschnitt 
bringen es mit sich, daB auch auf diesem die Cellulose nicht offen zutage 
liegt, sondern von der Substanz des Hautchens verdeckt wird. 

Die in der Sekundarlamelle abgelagerte Cellulose und die itibrigen 
polymeren Kohlenhydrate sind also von einem ganzen System einer 
wandartig ausgebildeten Fremdsubstanz durchzogen, und die Schicht-, 
Streifen- und wahrscheinlich auch Fibrillenbildung ist auf ihre An- 
wesenheit zuriickzufiihren. Reine Cellulosefibrillen durchziehen also 
niemals die ganze Faser. Nicht die Cellulose ist das zasammenhaltende 
Element in der Faser, eher ist es diese Substanz. Aber es ware auch 
falsch, die hohe ReiBfestigkeit der Faser allein auf ihr Vorhandensein 
zuriickfiihren zu wollen. Richtig ist vielmehr, daB es das System von 
Baustoffen und Bauweise als Ganzes ist, das die auberordentliche 
Festigkeit bedingt. In diesem Zusammenhang muB auf die Méglichkeit 
hingewiesen werden, durch Zusatz dieser Substanz zur Kunstseide 
geringere Quellbarkeit und héhere Festigkeit zu erzielen, da sich die 
verleimende Wirkung auch in diesem Falle giinstig auswirken diirfte. 
Da wir zurzeit aber iiber Isolierung und chemischen Charakter nur 
wenig aussagen kénnen, werden zuniachst Versuche mit Kutin und 
synthetischen Produkten vorzuschlagen sein. Im nativen Zustand hat 
die Hautsubstanz die Eigenschaft, den Zutritt vieler Reagenzien zu der 
Cellulose zu verhindern. So wird es verstandlich, daB Chlorzinkjod auf 
Laings- und Querschnitten kaum Blaufirbung hervorruft, und dab 
Kupferoxydammoniak die Kohlenhydrate nur héchst unvollkommen 
herauslést. 

Anders verhalt sie sich als Siure. In diesem Zustand gehen ihr wie 
auch dem Lignin die ,,Lignin‘‘-Farbreaktionen ab; auch wird sie jetzt 
fiir Chlorzinkjod und Kupferoxydammoniak durchlassig. Das groBe 
Molekiil der Kupfercellulose vermag jedoch nicht nach auBen zu 
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permeieren, und da die Primarlamelle groBe Dehnbarkeit besitzt, 
wird die Faser perlschnurartig aufgetrieben. 

Ks ist klar, daB Permeabilitatsverhaltnisse als auch saurer Charakter 
groBen EinfluB auf die Farbstoff-Aufnahme haben miissen, und es wird 
von Nutzen sein, die Vorbehandlung der Textilfaser im. Hinblick auf die 
hier geschilderten substantiellen und morphologischen Verhaltnisse 
zu studieren. 

Da sich in den letzten Jahren immer deutlicher gezeigt hat, daB die 
makroskopische Form polymerer Naturstoffe schon im Molekiil angelegt 
ist, werden wir fiir die Substanz des Hautsystems ein flachenhaft 
ausgebildetes Molekiil fordern miissen, das scheinbar dem des Lignins 
naher steht als dem der Kohlenhydrate?. 

Man hat also in Zukunft bei der Untersuchung pflanzlicher Gewebe 
zwischen der Reaktion der Hautsubstanz und der des Lignins zu 
unterscheiden, denn es kénnte wohl sein, daB erstere Substanz nicht vom 
Lignin begleitet wird, sondern von einer anderen Mittellamellensubstanz, 
etwa dem Pektin oder auch umgekehrt. In der Membran von Pflanzen- 
haaren, z. B. der Baumwolle, hat die Hautsubstanz anderen chemischen 
Charakter, sie gibt weder mit wisseriger noch mit alkoholischer Phloro- 
glucinsalzsiure? eine Farbreaktion. Es kann daher wohl sein, daB auch 
in Gewebezellen noch andere Substanzen zum Aufbau des Hautsystems 
verwendet werden als die hier beschriebene. 

In den Kammern dieses Hautsystems sind nun die polymeren 
Kohlenhydrate, in erster Linie also die Cellulose, abgelagert. Hierdurch 
wird ersichtlich, daB8 chemische Bindung zwischen Cellulose und Lignin 
nicht in Frage kommen kann, da beide Komponenten getrennte Lagerung 
aufweisen. Auch eine indirekte Bindung durch eine vermittelnde 
Substanz ist abzulehnen. Die Zellwand ist kein einheitliches Gebilde, 
aus einer Molekiilart bestehend, sie verdankt ihre besonderen Eigen- 
schaften in Bau und Form organisiert gelagerten Substanzen, die sich 
durch die einzelnen Pflanzenfamilien hindurch differenzieren, mit 
zunehmendem Alter Verainderungen unterworfen und auch gegeniiber 
Ernahrung*® und AuBenfaktoren nicht unbeeinfluBbar sind. Sie unter- 
scheiden sich hierin grundsatzlich von den kristallisierten faserartigen 
Gebilden anorganischer oder organischer Materie, und durch diesen 
Umstand haben wir die Méglichkeit, den Pflanzen Zellstoff und Cellulose 
in gréBerer Menge oder besserer Qualitaét anzuziichten. 


' Anmerkung bei der Korrektur. Wie Hess und Mitarbeiter soeben 
berichten (B. 64, 408, 1931) haben aufgeschlossene Ramiefasern noch einen 
geringen Methoxylgehalt, der einer Substanz des Faserlumens zukommen 
soll. Verfasser ist eher geneigt, ihn der Hautsubstanz zuzusprechen. 

2 M. Liidtke, A. 466, 27, 1928. 

% Derselbe, Papierfabrikant 28, 129, 1930. 
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28 M. Liidtke: 


8. Versuche. 


1. Extraktion von ,,Mehlstoff", Holzschliff und Séagemehl mit 
Kupferoxydammoniak. 


Von dem entharzten Mehlstoff, der im Mérser eine weitere Zerkleinerung 
erfahren hatte, blieben 0,88 g = 0,823 g trockene Substanz mit 1 g Kupfer- 
hydroxyd und 100 cem 25% igem Ammoniak gut verschlossen zwei Tage im 
Dunkeln stehen (unter gelegentlichem Umschiitteln). Riickstand ab 
zentrifugiert und dreimal mit je 30 cem gesaéttigter Kupferoxydammoniak 
lésung ausgewaschen. Die Kupferoxydammoniaklésungen vereinigt und 
unter Kiihlung mit 50°%iger Essigséure leicht angeséiuert. Ausfall ab- 
geschleudert, mit 5 °%,iger Essigsiure kupferfrei gewaschen, Essigséure durch 
Methylaklohol entfernt, diesen durch Ather. Ausbeute: 0,1742 g = 21,16 %. 
Aus der sauren Kupferlésung flockte auf Zusatz von Alkohol noch eine 
geringe Menge einer Hemicellulose aus. 0,0648g¢ Kohlenhydrat, 0,1 ¢ 
Kupferhydroxyd und 10 cem 25 °,iges Ammoniak zeigen einen Drehwert im 
5em-Rohr von — 3,10° (reine Cellulose dreht unter gleichen Bedingungen 

3,27°). Die mikroskopische Betrachtung der isolierten Cellulose zeigt 
starke dunkelviolette Anfarbung mit ( hlorzinkjod ; der Riickstand zeigte die 
Farbung bedeutend schwiacher. 

0,8777 g trockener Holzschliff aus Fichtenholz wurde in analoger 
Weise mit 100 cem 25 % igem Ammoniak und | g Kupferhydroxyd behandelt. 
Ausbeute 0,0904 g Kohlenhydrat = 10,3 %. 

0,8072 g Sigemehl (trocken bherechnet) von Fichtenholz erfahrt die 
gleiche Behandlung. Ausbeute 0,0284 g Kohlenhydrate = 3,52 °%. 


2. Titration der Hautsubstanz des Weizenzellstoffes. 


1,0640 g feuchter = 0,9431 g trockener Zellstoff aus alten Weizenhalmen 
wurde mit 10,12 cem n/10 Natronlauge iibergossen und blieb mit 20 ccm 
Wasser verdiinnt eine halbe Stunde stehen. Nach Zusatz von einem Tropfen 
Methylrot wurde die unverbrauchte Laugenmenge mit n/10 Schwefelséure 
zuriicktitriert. Es waren 8,95 ccm Séure nétig. Hieraus ergibt sich ein 
Verbrauch von 1,17 cem Lauge. Nimmt man beispielshalber das Molgewicht 
des Anteils einer Saiuregruppe in der Fremdsubstanz zu 200, so ergibt sich 
ihre Menge zu 2,48°%% der Gesamtzellstoff-Substanz. Der mit Lauge be- 
handelte Zellstoff reagiert nach Auswaschen mit Wasser neutral. Nach 
Entfernen des Natriums durch n/10 Salzséure und Auswaschen reagiert die 
Substanz wieder wie zu Anfang sauer. Neutralisation und Titration lassen 
sich erneut durchfiihren. Der Verbrauch an n/10 Lauge betrug jetzt 1,00 ccm. 
Mag die Titration in dieser Form auch Mangel haben, so zeigt sie doch ganz 
deutlich den sauren Charakter des Zellstoffes und die Tatsache, daB die ihn 
bedingende Substanz durch Behandeln mit 0,04- bis 0,2 %iger Lauge nicht 
entfernt wird. Die Quellungsanalyse in Kupferoxydammoniak ist so 
deutlich wie zuvor. Gewicht der Fasermenge nach der Operation: 0,9278 g. 
Der geringe Verlust von 15,3 mg = 1,62 betrifft hemicelluloseartige 
K6rper. 

0.7546 g trockener Zellstoff wurden mit 25°,igem Ammoniakwasser 
iibergossen und nach einer halben Stunde mit Wasser véllig ausgewaschen. 
Das Produkt reagiert jetzt gegen Lackmus neutral. Nach dem Trocknen im 
Vakuum (20°, P,O;) verbrauchte es 7,06 cem n/70 Schwefelsiure (Mikro- 
kjeldahl). Der Zellstoff wiirde also, auf obige 0,9431 g berechnet, 1,26 cem 
n/10 Ammoniaklésung zu seiner Neutralisation benétigt haben. Die 
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Aufbau und Bildung der pflanzlichen Zelimembran. 29 


verschiedenen Resultate stimmen nahezu iiberein. Auf der Bestimmung des 
Stickstoffs 1iBt sich also ein genaues Verfahren zur Ermittlung der Menge 
Fremdsubstanz in der Faser griinden, vorausgesetzt, da die Zellsubstanz 
durch einen milden, oxydativen Aufschlu8 gewonnen wurde. 


il. Uber die Bildung polymerer Kohlenhydrate im Pflanzenorganismus und 
die hierbei auftretenden Zwischenprodukte. 


1. Vorbemerkung. 


Entstehung der Zellwand. Von der ganzen Kette ursachlicher Zu- 
sammenhange, die zur Bildung der Zellwand und damit ihrer einzelnen 
stofflichen Komponenten fiihren, soll hier nur das Substanzproblem 
eine Bearbeitung erfahren. 


Wahrend nach den alteren Ansichten iiber die Bildung der Zellwand der 
Zellkern als derjenige Teil der Zelle zu betrachten ist, von dem diese Bildung 
angeregt und im Verein mit dem (ytoplasma durchgefiihrt wird’, derart, 
daB eine direkte Verbindung, ein Kontakt von Plasma und Wand zum 
Wachsen und zur Ausbildung spezifischer Strukturen nétig ist, zeigte 
Fitting*. daB die Zellwand auch wachsen kann, ohne da8 eine direkte Be- 
rihrung mit dem Plasma statthat. Es geniigt durchaus, da8 der Zwischen- 
raum mit einer Fliissigkeit gefiillt ist und Kern und Wand sich nur indirekt 
beriihren. Nach anderen Autoren® sollen auch vom Kern abgetrenntes 
Plasma und kernlose Zellen Wandstoffe bilden kénnen. Dagegen kann 
E. Strasburger in einer umfassenden Arbeit‘ die Beobachtung Fittings 
nur bestatigen und er kommt zu dem Schlu8, da8 auch bei plasmolysierten 
Zellen das Plasma seinen bestimmenden Einflu8 auf die Ausgestaltung der 
Zellwand behalt. Dieser Einflu8 geht auch aus alteren Arbeiten hervor, 
nach denen der Zellkern fast immer dort gelagert ist, wo starkstes Wand- 
wachstum festgestellt werden kann®. 

Nach Klemm® hat sich vom Abend bis zum nachsten Morgen eine 
Membran bereits abgeschieden (Derbesia); nach ein bis zwei Tagen hatte sie 
einige Machtigkeit erlangt. 

Verschiedene Ansichten bestehen hinsichtlich der Art und Weise, 
in der die Wandsubstanz durch die Protoplasten abgeschieden wird. 
Die alten Hypothesen’, wonach die ,,Cellulose‘t direkt aus dem Plasma 
abgesondert werden soll oder dieses eine chemische Umwandlung in Zell- 
wandsubstanz erfahrt oder schlieBlich die Plasmahaut eine ebensolche 
Umwandlung durchmacht, kénnen uns heute nicht mehr viel bieten. 


' Die alteren Anschauungen finden sich zusammenfassend dargelegt bei 


E. Strasburger, Jahrb. wissenschaftl. Botanik 31, 511, 1898. 

2 H. Fitting, Botanische Ztg. 58, 107, 1900. 

* E. Palla, Ber. d. deutschen bot. Ges. 24, 408, 1906; C. Aqua, Anali 
di bot. 8, 43, 1910; C. van Wisselingh, Bot. Jahrboek Dodonaea 1907, S. 61. 

4 E. Strasburger, Flora 97, 180ff., 1907. 

5 Siehe G. Haberlandt, Sitzungsherichte Wiener Akad. der Wissensch. 98, 
Bd. I, 8S. 190, 1889 und die dort zitierten Arbeiten von Krabbe, Kiebs und 
Noll. 

® P. Klemm, Flora 78, 19, 1894. 

7 Sie sind bei Tischler, Biolog. Zentralbl. 21, 247, 1901 zusammen- 
gestellt. 
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Mehr Beachtung verdienen die Ausfiihrungen von Dippel', der dem Plasma 
sekundire Beteiligung erteilt und die ihm zugefiihrten einfachen Kohlen- 
hydrate als Baumaterial der Wandstoffe anspricht. Dieser Ansicht wird man 
auch heute noch beipflichten kénnen, um so mehr, als bekannt ist, daB die 
hautbildenden Zellen haufig Starke fiihren? und diese sich bei der Wand- 
bildung in ihrer Menge verringert. Auch auf die Angabe von Fitting?® ist 
hinzuweisen, daB die Lésung, die sich bei Follenzellen zwischen Plasma und 
Wand fand, das Material zum Aufbau der Zellwand liefere. 

Zur Frage, mit welchen Mitteln die Zelle sich ihre Wand aufbaut. 
liegen Angaben nicht vor. Nur bei Strasburger* findet sich die kurze Notiz. 
daB hierfiir vielleicht Kermente in Frage kommen. 

Die Bildung der Cellulose. Man hat in den Alteren Arbeiten oft die 
gesamten Zellwand-Kohlenhydrate als Cellulose angesprochen und sich 
damit begniigt, die Chlorzinkjod- oder Jodschwefelsiure-Reaktion, die 
Nichtauflésbarkeit in Eau de Javelle und die Léslichkeit in Kupferoxyd- 
ammoniak als biindigen Beweis fiir deren Vorliegen anzusehen. Diese 
Reaktionen geniigen aher saémtlich nicht zu einem exakten Nachweis. 
Obgleich es einigen alteren Autoren bereits zweifelhaft war, daB die Violett- 
farbung mit Chlorzinkjod nur der Cellulose zukame®, konnte der sichere 
Nachweis, da diese Reaktion auch anderen Zellwand-Kohlenhydraten 
eigen ist, erst vom Verfasser am Mannan B und Xylan B erbracht werden ®. 

Wenn man nun nach den Substanzen fragt, aus denen die ( ellulose 
aufgebaut wird, so gibt die bisherige I orschung hieriiber keine Antwort. 
Bei Durchsicht der Literatur fallt auf, daB die Starkereserve mit 
zunehmendem Wachstum in den Zellen zuriickgeht und schlieBlich ganz 
verschwindet. Wir gehen wohl nicht fehl in der Annahme, daB sie am 
Aufbau der Cellulose in hohem Ma8e beteiligt ist ; nicht als solche, sondern in 
Form des einfachsten Zuckers, der Glucose. Da die Cellulosebildung, 
soweit sich erkennen lat, ein kontinuierlicher Vorgang ist, der auch nachts 
stattfindet, die Assimilation und Produktion der Starke aber an Tageslicht 
gebunden sind, so muB ein Vorrat an Zucker vorhanden sein, andernfalls die 
Zuckermenge der Zellen, die aus osmotischen Griinden nur in bestimmten 
Grenzen liegen kann, den Bedarf zur Zeit des Assimilationsstillstandes nicht 
zu decken vermag. Cellulose wire also in weiterem Sinne ein direktes Produkt 
der Assimilation. Sind die bisherigen Angaben schon hypothetisch, so 
tvissen wir iiber den weiteren Vorgang, wie und mit welchen Mitteln die 
Synthese zur Cellulose durchgefiihrt wird, gar nichts. 

Von Ziegenspeck’ sind vor einigen Jahren unter dem Namen Amyloid 
Substanzen beschrieben worden, die als Zwischenprodukte der Cellulose- 
bildung bezeichnet werden. Sie sind in der Wand der Siebréhren von 


1 L. Dippel, Abhandlg. der Naturforschenden Gesellschaft Halle 10, 62, 
1868. 

2 L. Dippel, 1. c.; G. Tischler, 1. c.; E. Strasburger 1. c. 

3 H. Fitting, Bot. Ztg. 58, 107, 1900. 

4 E. Strasburger, Flora 97, 180ff., 1907. 

5 EB. Schulze, H. 16, 411, 1892; J. Griiss, Botanisches Zentralbl. 70, 242. 
1897; H. Fitting, Bot. Ztg. 58, 109, 1900. 

6 M. Liidtke, A. 456, 201, 1927; A. 466, 27, 1928; K. Hess, M. Liidtke, 
H. Rein, A. 466, 58, 1928. 

7 H. Ziegenspeck, Ber. d. deutsch. bot. Ges. 37, 273, 1919; 88, 328, 
1920; Botanisches Archiv 9, 321, 1925. 
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Lycopodium clavatum und anderen Barlappgewéchsen und auBerdem in 
Interzellularraumen gefunden worden. Jodjodkalium farbt sie blau. 
Versuche, reduzierenden Zucker nachzuweisen, gelangen nicht ; ebensowenig 
konnte Osazonbildung beobachtet werden. Obwohl also weder der Lagerort 
mit dem der Cellulose iibereinstimmt, noch chemische Reaktionen oder 
(Analysen vorliegen, glaubt sich der Autor berechtigt, die Versuchshypothese 
aufstellen zu kénnen, daB es sich hier um Zwischenprodukte der ( ellulose- 
bildung handele. Wir vermégen ihm darin nicht zu folgen. 


Die zur Frage der Bildung der Cellulose gemachten Vorbehalte gelten in 
gleichem und héherem MaBe fiir die iibrigen Hexosane, soweit sie Zellwand- 
komponenten sind. 


Die Bildung der Xylane. Etwas reichhaltiger ist das Material, das iiber 
die Bildung der Xylane vorliegt. 


Hier ist zunichst die Hypothese zu erwihnen, daf das Xylan sich aus 
der Cellulose durch Oxydation gebildet haben soll'. Es ist aber nicht ein- 
zusehen, warum die Pflanze einen hochwertigen Stoff, den sie notwendig 
braucht, abbaut, um einen anderen daraus zu formen. Denn dieser Abbau 
miiBte, da wir ja die Cellulose als ein aus vielen f-4-Glucosido-Glucoseresten 
aufgebautes Produkt ansehen, sich auf das endstindige Kohlenstoffatom 
beziehen, wenn kein vollstindiger Umbau statthaben soll, der wieder aus 
physiologischen Griinden nicht anzunehmen ist. Auch ware in solchem 
Falle das Vorhandensein von polymeren Verbindungen anzunehmen, 
die Glucose- und Xylosereste in einem Molekiil beherbergen. Nun sind zwar 
in der alteren Literatur zahlreiche Kérper beschrieben ®, die bei der Hydrolyse 
zwei oder noch mehr Monosaccharide ergeben sollen. Es hat sich aber 
gezeigt, daB diese Kérper bei Anwendung vervollkommneter Methoden in 
solche aufteilbar waren, die nur aus einem einfachen Zucker bestanden®. 
Neuerdings schlieBen sich dieser alten Ansicht von Tollens auch Hampton, 
Haworth und Hirst* an. Sie sehen im Xylan Ketten von pyroider f-Xylose. 


Es ist auch die Bildung der Xylane durch Assimilation in Erwahnung 
gezogen worden. Eine solehe Annahme ist aber durch nichts begriindet. 
Denn wie de Chalmot zeigte, nimmt der Pentosengehalt im Laufe des Tages 
nicht zu. Auch finden wir in den I flanzenséften nur eine sehr geringe 
Menge freier Pentosen. Hiermit in Ubereinstimmung befindet sich die 
Feststellung des gleichen Forschers, da Pentosen bzw. Pentosane zuweilen 
auch im Dunkeln gebildet werden. 


Wenn man bei all diesen Angaben auch stets beachten muB, daB die 
Bestimmung durch F urfuroldestillation erfolgte, die Werte also alle Pentosen 
und Uronséuren umfassen, so kann man fiir die Getreidearten unter Beriick- 
sichtigung, daB diese von Arahinose und Uronsaéuren nur sehr geringe 
Mengen enthalten, doch sagen, da8 sie fiir allgemeine Aussagen brauchhar 
sein werden. 


1 B. Tollens, Journal fiir Landwirtschaft 44, 171, 1896. 

2 Siehe z. B. FE. Schulze, B. 24, 2277, 1891; Winterstein, H. 17, 381, 1892; 
B. Tollens, E. Schulze, A. 271, 55. 1892; G. Bertrand, C. r. 129, 1025, 1899; 
G. Bertrand, J. Labarre, Bl. (4) 48, 311, 1928; E. C. Sherrard, G. W. Blanco, 
Journ. Amer. ( hem. Soc. 45, 1008, 1923. 

3 M. Liidtke, A. 456, 201, 1927; A. 466, 27, 1928; K. Hess, M. Liiitke, 
A. 466, 18, 1928. 

* H. A. Hampton, W.N. Haworth, E. L. Hirst, Soc. 1929, S. 1739. 
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Von Cross, Bevan und Beadle stammt der Hinweis', daB Hexosen nach 
erfolgter Oxydation Furfurol abspalten. Es stammt aus Uronséuren, 
in welche Hexosen und auch Hexosane? durch Oxydation tibergehen kénnen. 
Tatsachlich haben Salkowski und Neuberg* an einer wohldefinierten 
Uronsaure, der Glukurousiure die Dekarboxylierung zum 5-Kohlenstoff- 
zucker durchgefiihrt. Diese Reaktion zeigt einen Weg (worauf schon d: 
Chalmot hinweist), wie die Pentosen des Pflanzenorganismus entstanden 
sein kénnen. Man wird hinzufiigen kénnen, daB die Starke auch in diesem 
Falle das hexoseliefernde Material sein diirfte. Nach Stoklasa* ist es die 
Saccharose, aus der sich Pentosen und Pentosane bilden. Der weitere 
Aufbau wird dann durch Polymerisation wie bei der Cellulose vor sich gehen. 


2. Nachweis und Isolierung von Zwischenprodukten der Cellulose- und X ylan- 
bildung. 

Betrachtet man das vorliegende Material und sucht eine Verbindung 
zu unseren heutigen Ansichten vom Bau der polymeren Kohlenhydrate 
herzustellen, so muB diese notwendigerweise iiber Zwischenprodukte 
gehen, die in ihrer MolekilgréBe zwischen den einfachen Zuckern und 
den Hochpolymeren liegen. Diese Stoffe miissen naturgemaB in den 
Geweben zu finden sein, die noch im Aufbau begriffen sind, also in 
jungen Pflanzen. Und zwar sind solche zu wahlen, die bei starker 
Cellulose- und Xylanausbildung ihren Endzustand médglichst bald 
erreichen. Das ist bei den Grammineen der Fall, die in wenigen Monaten 
etwa 60 °,, ihrer Trockensubstanz an diesen Kohlenhydraten produzieren. 

Von diesen Uberlegungen ausgehend, wurden zunichst die Ver- 
anderungen festgestellt, denen ein pflanzlicher Organismus mit zu- 
nehmendem Alter in stofflicher Beziehung ausgesetzt ist. Als Versuchs- 
objekt dienten Weizen (Triticum vulgare) und Gerste (Hordeum 
sativum). Die Tabellen V und VI zeigen die Wandlungen einiger 
Stoffe wahrend des Wachstums. 

_ Der Wassergehalt des Halmes nimmt mit dem Alter ab. Ebenso 
erfahren Asche und Stickstoffmenge eine standige Verminderung. 
Kontinuierliche Zunahme lassen dagegen der Xylangehalt, der Rohfaser- 
gehalt, der ungefaihr den Cellulosewert wiedergibt, und das Lignin 
erkennen. Das Kutin erfahrt in Anbetracht der geringer werdenden 
Oberflache eine Verminderung. Man wird bei Betrachtung dieser Zahlen 
jene alteren Ansichten, die eine Umwandlung von Xylan in Lignin oder 
Cellulose annehmen, aus physiologischen Griinden ablehnen miissen. 
Denn es ist nicht einzusehen, warum eine Pflanze einen hochwertigen 


1 ©. F. Cross, OC. J. Bevan, Cl. Beadle, B. 26, 2520. 1893; G. de Chalmot. 
Am. Chem. Journ. 16, 218, 1894. 

2 L. Kalb, F. v. Falkenhausen, B. 60, 2514, 1927. 

3 E. Salkowski, C. Neuberg, H. 36, 261, 1902; 37, 464, 1903. 

4 J. Stoklasa, Zeitschr. Zuckerindustrie Béhmen 23, 291, 387, 1899 
(Justs. Bot. Jahresb. 27, II, 181, 1899). 
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Tabelle V. 


Nommergerste (Hordeum sativum). Verénderungen einiger Stoffe waihrend 
des Wachstums!. Samtliche Zahlen auf trockene Substanz berechnet. 





Trocken- 2 Stick- Pento- Roh- ais cae 
Datum gehalt Asche stoff sane faser Lignin Kutin 


0 0 0 ' 
% %y 0 lo % ‘lo Fl 


9.14 | 14,52 969 2,34 
18,14 | 25,76 2559 2,238 
22,76 3447 2663 2,00 
19,36 15,70 24,04 0,56 
25,24 | 48,24 3116 0,61 
14,15 10,07 1527 041 


Ota oe he 13,16 8,57 
a te. S 15,21 6.81 
95. VI Halm .. || 23.96 8.76 
we ees... 8-2 5,99 

gon yy |Halm 99,78 6.13 
Reif 25. VIL. {\Ahre 88,94 4,23 
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Tabelle VI. 


Sommerweizen (Triticum vulgare). Veranderung in der Zusammensetzung 
waihrend des Wachstums!. Samtliche Zahlen auf trockene Substanz be- 
rechnet. 





Trocken- : Stick- Pento- Roh- I , Aw 
Datum gehalt Asche stoff sane faser .ignin Kutin 
0 0;.. 0 0 0 0 0 6 0 


0 


Wes os es 6 ee ‘ 6,08 11,16 | 1913 29.78 3,58 
2. VI. 25,71 1,77 


25. VI. kurz vor dea 
Schussen . . . . 18,71 . | 18,36 | 3442 32,38 1,85 
95, vy, }Halm . . 87,9 : 22.59 | 34,65 | 2958 0,66 
3 * 1aeO > s 80,63 ’ f 15,96 1243 | 1548 1,16 
‘ > Halm 91,71 ) . 25,44 47,39 | 39.72 0,42 
Reif 13. VII. | xhre | 88.58 ‘52 «14.03 | 11.07 1681 0.39 


polymeren Stoff erzeugt, um hinterher an ihm einen Abbau und 
Umbau zu einem anderen vorzunehmen. 


Eine weitere Einsicht in die Verhaltnisse der Kohlenhydratsynthese 
bringt die Untersuchung des Zellstoffes von jungem Gewebe. Bei 
Gelegenheit der Analyse verschieden ernaihrter Weizenpflanzen? war 
aufgefallen, daB vier Wochen alte SchéBlinge einen Zellstoff lieferten, 
der einen sehr geringen Drehwert in Kupferoxydammoniak besa8. 
Beispielsweise lieB sich fiir ein solches Produkt ein Wert von — 2,35° 
ermitteln. Da Cellulose unter gleichen Bedingungen einen Wert von 
— 3,27° zeigt und Xylane einen solchen von — 4,50° bis — 4,80° zu 
haben pflegen*, so sollte der Wert fiir den gesamten Zellstoff auch bei 
Beriicksichtigung der geringen Menge Kutin, die ungelést bleibt und 
daher am Drehwert nicht beteiligt ist, zwischen den beiden letzt- 

1 Uber die Ausfiihrungen der Bestimmungen siehe unter Versuche. 

2 M. Liidtke, Papierfabrikant 28, 129, 1930. 

3 M. Liidtke, A. 466, 27, 1928. 
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genannten Werten liegen. Der viel geringere Wert weist darauf hin, 
daB neben den beiden Substanzen in jungen Pflanzen noch andere 
vorhanden sein miissen. Uber Natur und Menge dieser Substanzen macht 
Tabelle VII einige Angaben. 


Tabelle VII. 


Aufteilung des Zellstoffs aus alten und jungen Weizenpflanzen durch 
Natronlauge (siehe auch unter ,,Versuche*). 


Aus 100 g trockenem Zellstoff erhalt man: 





Alte Pflanzen | Junge Pflanzen 


£ £ 

In Alkohol léslicher Antell .......... | 1,82 5,43 
Nach Entfettea durch 8%ige Natronlauge extra- | 

en TI Ee ar (ibrar mtn at ee a | 36,81 56,96 
In 8%iger Natronlauge nicht léslich. . . . . . | 63,19 43,04 

Von dem in 8%iger Natronlauge léslichen Anteil wurde wiedergewonnen: 
i a SpGaaraeaeo rae 26,76 26,36 
2. or We eee gs ane: Cee ge eet tn 3,65 6,24 
3. eho ek Rome ere Bs ASS A oe a cte w 1,98 1,95 
In Lisung verblieben. ............ 4,42 22.41 


Je 100g Zellstoff aus alten Weizenhalmen und jungen Pflanzen 
wurden unter gleichen Bedingungen mit Alkohol und 8 °,iger Natron- 
lauge ausgezogen. Aus der alkoholischen Lésung lieB sich teils durch 
Fallung mit Wasser, teils durch Abdunsten die angegebene Menge 
,,Wachs und Fett“ gewinnen. Sie ist bei jungen Pflanzen bedeutend 
héher. Ebenso ist auch der Anteil, der durch Natronlauge extrahierbaren 
Stoffe erheblich gréBer und dementsprechend die Cellulosemenge in 
jungen Pflanzen geringer. Man hat also im Zellstoff aus jungem Weizen 
einen weit héheren Gehalt an sogenannten Hemicellulosen. Von diesen 
lieB sich beim Zellstoff alter Pflanzen nahezu der gesamte in Lésung 
gegangene Anteil wieder ausfillen. Es blieben nur 4,42°%, gelést. 
Von den Hemicellulosen des Zellstoffs aus griinen Pflanzen blieben 
dagegen 22,4 °/, in Lésung. Hieraus geht also hervor, daB diese Stoffe im 
jungen Weizen auf anderer Entwicklungsstufe stehen oder eine andere 
Zusammensetzung aufweisen. Weitere Aussagen lassen sich aus der 
Bestimmung des Pentosangehalts und des polarimetrischen Wertes in 
Kupferoxydammoniak machen. Siehe Tabelle VIII. 


Da eine Hydrolyse des Zellstoffs Arabinose und Uronsaure vermissen 
lieB, diirfen wir die Pentosane gleich Xylan setzen. Man sieht, daB der 
Xylangehalt alten Faserstoffs gegeniiber dem aus jungen Pflanzen 
bedeutend héher ist. Auch liegt der polarimetrische Wert des ersteren 
zwischen — 3,27° und — 4,50°, also den Werten fiir Cellulose und 
Xylan. Die Tabellen VII und VIII lehren, daB in jungem Zellstoff auBer 
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Tabelle VIII. 


Pentosangehalte und polarimetrische Werte der mit Natronlauge aus dem 
Zellstoff alter und junger Weizenpflanzen isolierten Produkte (siehe auch 
unter ,,Versuche"). 





Alte Pflanzen Junge Pflanzen 


Xylangehalt im Zellstoff nach Alkoholextraktion 29,63 %, 9,81 % 
Xylangehalt des Faserriickstandes nach Alkali- 

behandlung 5,52 , | 2,92 , 

Xylangehalt der ersten Fraktion (siehe Tab. VII) 7S, | Se. 
Drehwert in Kupferoxydammoniak 

1. Fraktion — 4,18° — 2,73° 

2 — 4,00° — 2,95° 


der Cellulose und dem Xylan, welche die Hauptbestandteile des alten 
Materials ausmachen, noch eine oder mehrere Substanzen hemicellulose- 
artigen Charakters vorkcmmen miissen, die nicht Xylan sind und in 
Kupferoxydammoniak einen geringeren Drehwert zeigen als die 
Cellulose und das Xylan des ausgereiften Halmes. AuBerdem unter- 
scheidet sich das Xylan des jungen Halmes durch eine héhere Léslichkeit 
in Alkalien von dem alten Materials. 

Aufklérung iiber die Zusammensetzung des unbekannten Stoffes 
bringt die Hydrolyse. La&t man die Substanz der ersten Alkalifraktion 
(die ibrigen wurden nicht weiter untersucht, da bei ihnen die Méglichkeit 
des Vorliegens einer geringen Menge Cellulose gegeben ist) drei Stunden 
in 75°, iger Schwefelsdéure stehen, verdiinnt dann und hydrolysiert in 
siedendem Wasserbad zu Ende, so laBt sich im Hydrolysat Glucose als 
Phenylosazon nachweisen. Ein Garungsversuch zeigt vergirbaren 
Zucker an. Mannose ist abwesend; ebenso Fructose. Hiernach muB im 
Ausgangsmaterial ein Kohlenhydrat vorliegen, das aus Glucose auf- 
gebaut ist. 

Weiteren Einblick gestattet die Acetolyse. 1,5 g Substanz drei 
Wochen in einem Gemisch von Essigséureanhydrid, Essigsiure und 
konzentrierter Schwefelsiure bei 26 bis 27° aufbewahrt, ergab 0,20 g 
Oktacetylcellobiose. Dieses Ergebnis deutet auf ein celluloseartiges 
Polysaccharid hin. 

Ganz anders fallen Hydrolyse und Acetylose der ersten Fraktion aus 
dem Zellstoff alten Weizens aus. Hier ist weder Glucose noch Cellobiose 
nachweisbar. 

Neben der Glucose 14Bt sich aus dem Hydrolysat der ersten 
Fraktion des Zellstoffs aus jungem Weizen noch Xylose isvlieren. 
Die Summen beider Zucker erganzen sich zu 100°, so daB andere 
Substanzen in dem Hydrolysat nicht anwesend sein kénnen. 

Wir miissen also mit einem Glucan und einem Xylan rechnen oder, 
wenn man sich die Anschauung von Tollens zu eigen machen will, 

3* 
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daB Xylan aus Cellulose entsteht, auch mit einem ,,Xyloglucan“. 
Die Eigenschaften des letzteren sollten sich aus denen der Cellulose und 
des Xylans ergeben; je mehr Glucosegehalt das Produkt hat, desto 
ahnlicher sollte es also der Cellulose sein und umgekehrt. 

Der Erérterung dieser Frage sei eine kurze Ubersicht von einigen 
der gewonnenen Produkte vorausgeschickt (Tabelle 1X). Zunachst wurde 
das Trockenpraparat der Alkalifraktion 1 des Zellstoffs aus jungen 
Weizenpflanzen mit 25°.,igem Ammoniak ausgezogen, dann in Kupfer- 
oxydammoniak oder Alkali aufgenommen und aus den Lésungen durch 
verschiedene Mittel abgeschieden. 

Praparat 1 stellt ein schon recht reines Glucan dar. Es wurde aus 
dem Ammoniakextrakt nach Zusatz von Alkohol erhalten. Vielleicht 
ist der Xylangehalt etwas zu hoch, da Hexosane bekanntlich Oxymethy!- 
furfurol abspalten, das bei der angewandten Methode mitbestimmt wird. 

Praparat 2 ist dadurch interessant, daB es in Kupferoxydammoniak 
durch Kompensation einen Drehwert gleich dem der Cellulose zeigt. 
Es stellt die Essigsdurefallung der Kupferamminlésung von Alkali- 
fraktion 1 dar. 

Praparat 3 ist der nach Abscheidung von Praparat 2 durch Zusatz 
von Methylalkohol zur Kupferlésung gewonnene Niederschlag. 

Praparat 4 wurde aus 2 durch zweistiindiges Digerieren mit 
4°, iger Natronlauge und Fallen mit Essigséure erhalten. 








Tabelle IX. 
Eigenschaften einiger Praparate von Intercellosen und Interxylanen (siehe 
Versuche). 
rte SP aM a | Laslichkeit | ~ Drehwert 
Chlorzink- - Xylangehalt | ; 4 
folektien | Satronlange) tyes | in Kaper 
— —— = _— — — -- —_— — i seen —— —--———— —_ | ——— 
1. Ammoniakextraktion’ Schwach rotblau, Léslich | 10,12 | —2,50° 
bald verschwin- } | 
dend 
2. Aus Kupferammin ,  Dunkelblau Zum Teil lés- 20,62 — 3.25 
durch Essigsaure ge- lich 
fallt | 
3. Aus2durch Alkohol- Blau. Substanz Léslich 35,67 — 3,10 
zusatz | reagiert nur all- 
| mablich durch | 
4. Aus 2 durch Extrak- | Allmablich  rot- Léslich 34,94 — 3,55 
tion mit 4%iger braun und violett 
Natronlauge werdead | 
5. Riickstand von 4. Dunkelblau Partiell lés- | 2,09 ~ 3,00 


lich je nach (Oxymethyl- 
Trocknung u.|  furfurol 
Behandlung | enthaltend) | 
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Praparat 5 stellt ein reines Glucan dar, das in seinem Bau zwischen 
Praparat 1 und Cellulose steht. Der geringe Xylangehalt, am Furfurol- 
phlorcglucid-Niederschlag gemessen, darf vernachlassigt werden, da er 
zum allergréBten Teil, wie schon an der Braunférbung zu erkennen ist, 
aus Oxymethyl-furfurol-phloreglucid besteht. Das Piaparat unter- 
‘cheidet sich von der Cellulore durch partielle Léslichkeit in 4°, iger 
Natronlauge, geringerem Diehwert in Kupferoxydammoniak und etwas 
echwacherer Chlorzinkjodreaktion. 

Die Tatsache, daB es gelingt, aus dem Rohprodukt der hemi- 
celluloreartigen Kérper reines Glucan zu isolieren, und auch der 
Nachweis, daB Produkte mit geringem Xylangehalt (Praparat 1) 
nicht etwa der Cellulose naher stehen als andere mit héherem Xylan- 
gehalt, zeigen, daB die Ansicht von Tollens iiker die Bildung des 
Xylans aus Cellulose, der neuerdings auch Hampton, Haworth und 
Hirst’ be‘getreten sind, nicht zu Recht bestehen kann. Vielmehr mu8 
aus dem Vorliegen mehrerer Glucane geschlossen werden, daB es sich um 
eine ganze Reihe von Substanzen, die in Aufbau begriffen sind, handelt, 
einem Aufbau, der parallel der Entwicklung der Pilanze geht und fiir 
best'mmte Entwicklungsstufen charakteristische Zustande in chemischer 
unu physikalischer Beziehung hat. Es ist daher auch nicht anzunehmen, 
daB die einzelnen Glucane, die man auf die angegebene Weise erhalt, 
einheitlich sind. Aus den polarimetrischen Werten der Praparate ist 
ersichtlich, daB auch neben dem Xylan B mit einem Drehwert von 
— 4,50° noch niedriger drehende Xylene vorhanden sein miissen. 
Auch von diesen Substanzen mu8 angencmmen werden, daB sie sich wie 
die Cellulose aus einfachen Zuckern, letzten Endes aus Xylose aufbauen, 
und daB bestimmte Stufen in ihrem Aufbau mit bestimmten Ent- 
wicklungsstadien des Gewebes zusammenfallen. 

Wir nennen diese Zwischenpredukte der Cellulose- und Xylan- 
bildung Intercellosen und Interxylane. Sie miissen in allen wachsenden 
Organen, die spater die erstgenannten Substanzen aufweisen, zu finden 
sein. Es ist méglich, daB die Intercellosen in wachsenden Baumwoll- 
haaren oder sich bildender Bakteriencellulose leichter in reinerem 
Zustande und in gréBerer Ausbeute zu erhalten sind als in vorliegendem 
Falle, da bekanntlich gerade Cellulose und Xylan nicht ganz leicht 
voneinander zu trennende Bestandteile sind (siehe Bambus?). Wir 
werden durch vergleichende Untersuchung das Bild dieser Kérper zu 
erweitern suchen. 


Allen diesen Zwischenpredukten, die zusammen als Intersaccharane 
bezeichnet seien, ist gemeinsam, daB sie keine oder schwachere Chlor- 


1 A. H. Hampton, W.N. Haworth, G. L. Hirst, Soc. 1929, 8. 1739. 
2 M. Liidtke, A. 466. 27, 1928. 
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zinkjodreaktion geben, leichter léslich sind und einen geringeren 
Drehwert zeigen als ihre Endprodukte. 

Man muB solche [ntermediarstoffe auch fiir alle anderen polymeren 
Substanzen fordern. Es miissen also auch Intermannane und Inter- 
galaktane vorkommen (falls letzterer Stoff iiberhaupt allein in poly- 
merem Zustand existiert und nicht an andere Kérper, wie z. B. Uron- 
sduren, gebunden ist, was noch nicht klar erwiesen scheint’). 


3. Zur Biochemie der Zwischenprodukte. 


In einer friiheren Arbeit? wies Verfasser im SteinnuBsamen neben 
einem bekannten Mannan ein zweites bis dahin noch unbekanntes nach, 
das Chlorinkjodreaktion besaB und in Alkalien sehr wenig léslich war. 
Es besteht nach den jetzigen Erfahrungen durchaus die Méglichkeit, 
daB es sich hier um das Endprodukt handelte, wahrend das bekannte, 
in 4° iger Natronlauge leicht lésliche Produkt eine Zwischensubstanz 
des Aufbaues oder Abbaues ist. Eine endgiiltige Bestatigung kann 
naturgemaB nur durch vergleichende Untersuchung am SteinnuBsamen 
erfolgen. Ebensowenig lassen sich zurzeit Angaben iiber die ZugehGrigkeit 
der iibrigen Mannane® zu einer bestimmten Entwicklungsreihe machen. 

Auch ein Glucan hatte Verfasser bei Gelegenheit der Untersuchung 
junger Buchentriebe, die allerdings in ganz anderer Absicht angestellt 
war, aufgefunden*. Es besteht die Méglichkeit, daB auch dieses Produkt 
eine Intercellose ist, woriiber indessen nur mit der hier angewandten, 
vergleichenden Methodik entschieden werden kann, da andererseits 
damit zu rechnen ist, daB die Substanz ein dem Buchenholz eigenes, 
neues Glucan darstellt. 

Ferner ist zu erwagen, ob das Lichenin eine auf einer bestimmten 
Entwicklungsstufe stehengebliebene Cellulose, also eine Intercellose ist. 
Vielleicht sind die Flechten und andere niedere Pflanzen in der Lage, 
die den héher entwickelten Pflanzen eigene Cellulose auf einer Zwischen- 
stufe ihrer Entwicklung festzuhalten oder nur bis zu diesem Stadium 
auszubilden. Ware das der Fall, so miiBte sich diese Substanz in allen 
wachsenden Pflanzen mit Cellulosesynthese finden lassen, wenn auch 
nur in geringer Menge. Hiermit erscheint eine vor Jahren geaiuBerte 
Ansicht von Karrer® in einem neuen Gewande, 


1 Siehe hierzu M. Liidtke, diese Zeitschr. 212, 419, 1929. 

2 M. Liidtke, A. 456, 201, 1927. 

* Uber Mannane vgl. die entsprechenden Kapitel in H. Pringsheim, 
Die Polysaccharide, 2. Aufl., Berlin 1923; P. Karrer, Polymere Kohlen- 
hydrate, Leipzig 1925; K. Hess, Chemie der Cellulose, Leipzig 1928. 

‘ K. Hess, M. Liidtke, H. Rein, A. 466, 58, 1928. 

5 P. Karrer, B. Joos, diese Zeitschr. 186, 537, 1923; P. Karrer, B. Joos, 
M. Staub, Helv. 6, 800, 1923; P. Karrer, Polymere Kohlenhydrate, Leipzig 
1925. 
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In diesem Zusammenhang miissen auch friihere Untersuchungen 
uber Xylane einer neuen Betrachtung unterzogen werden. Wahrend das 
Xylan aus Bambus! sowie aus Buchenholz und Roggenstroh? eine 
blauviolette Chlorzinkjodreaktion gibt, hat ein Xylan aus Sulfit- 
zellstoff nur eine hellgelbe Farbreaktion®. Hier erhebt sich die Frage, 
ob letztere Substanz lediglich ein Interxylan darstellt, also der Reihe 
des obigen Xylans zuzuordnen ist, oder eine eigene Reihe bildet. 
SchlieBlich ist auch noch der EinfluB des technischen Aufschlusses zu 
bericksichtigen, also festzustellen, ob die Substanz ein Abbauprodukt 
darstellt. Im ersten Falle ist weiterhin die Frage zu priifen, ob Koniferen 
iiberhaupt das Xylan nicht bis zur Endstufe auszubilden vermégen, 
da unser Produkt ja aus altem Holz gewonnen wurde, in dem diese 
vorliegen sollte. 


Link* untersuchte die Keimlinge von Mais und stellte hierin zwei 
Xylane fest, die er A und B nannte. Auch hier ist noch durch ver- 
gleichende Versuche zu kliren, ob es sich um zwei Glieder derselben 
Reihe handelt oder nicht. 


Viele alte Arbeiten weisen Angaben iiber verschieden starke 
Léslichkeit mancher polymeren Kohlenhydrate in Laugen auf. Sie 
geniigen indessen meistens nicht zur Unterscheidung zwischen ver- 
schiedenen Gliedern dieser Kérperklasse, da eine geringe Alkali- 
léslichkeit selbst der Cellulose zukommt und die Art der Fallung und 


Trocknung zu wenig beriicksichtigt ist. 


Durch das vergleichende Studium dieser Substanzen lassen sich, 
wie man sieht, zahlreiche Probleme der Pflanzenphysiologie und 
Morphologie, der Chemie und ihrer angewandten Gebiete einer Lésung 
zufiihren. 


Will man bestimmte Substanzen einer Reihe aus Pflanzenmaterial 
isolieren, so ist fiir das Gelingen und eine gute Ausbeute nicht nur das 
Alter der Pflanze zu beriicksichtigen, sondern auch auf Ernahrung, 
Witterung und sonstige Umweltfaktoren zu achten. Die hiervon aus- 
gehenden Einfliisse haben groBe Wirkung auf Menge und Verhaltnis der 
einzelnen Zellwandkomponenten zueinander. Zum Beispiel konnten in 


1 M. Liidtke, A. 466, 27, 1928. 

2 E. Heuser, M. Braden, Journ. prakt. Chem. 1038, 69, 1921. 

* K. Hess, M. Liidtke, A. 466, 18, 1928. 

* K. P. Link, Am. Chem. Journ. 51, 2506, 1929. Hier wird die Methodik 
der Xylantrennung irrtiimlicherweise K. Hess, E. Messmer, N. Ljubitach, 
A. 444, 287, 1925 zugesprochen. Diese Arbeit behandelt einen ganz anderen 
Gegenstand. Die Xylantrennung wurde vom Verfasser an den Kohlen- 
hydraten des Bambus ausgearbeitet und dann auf die des Sulfit- und des 
Buchenzellstoffs iibertragen. 
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einem Versuch mit verschieden ernahrten, vier Wochen alten Weizen- 
pflanzen folgende Drehwerte des Zellstoffs in Kupferoxydammoniak 
erhalten werden: 


Normal ernéhrte Pflanzen .... . 2,37° 
CS er ee ae ee ee 2,57° 
a 2,65° 
Stickstoffmangel. ......... 2,13° 
StickstoffiiberschuB ........ 2,13° 
Phosphormangel. ......... — 1,90° 


Zelistoff aus alten Weizenhalmen hat einen Drehwert von etwa — 4,0°. 
Die Differenz ist auf das Vorhandensein der Intercellosen und Inter- 
xylane zuriickzufiihren. Die Unterschiede innerhalb der Reihe sind dem 
EinfluB der verschiedenen Ernahrung zuzuschreiben. 


Durch eine exakte Bestimmung der angegebenen Komponenten, 
wie sie durch die Erfahrungen dicser Arbeit erméglicht wird, wiirden 
sich ohne Zweifel interessante Einblicke in physiologische und patho- 
logische Erscheinungen gewinnen lassen. 


Ferner sei hingewiesen auf die Verdaulichkeit der Rohfaser. 
Da nach weiter unten mitgeteilten Versuchen die nach dem Weende- 
Verfahren hergestellte Rohfaser noch Intersaccharane enthilt, diirfte 
diesen Substanzen fiir die Verdaulichkeit besondere Bedeutung zu- 
kommen. Um so mehr, als griines Pflanzenmaterial ja eine bedeutende 
Rolle in der Ernahrung von Mensch und Tier spielt. Wir beabsichtigen, 
das Verhalten dieser Substanzen gegeniiber Enzymen noch zu studieren. 

SchlieBlich lehren diese Untersuchungen, daB die in den Zellwanden 
ausgewachsener Gewebe zu findenden Kohlenhydrate nicht durch 
,Spontane Kristallisation‘’ aus dem Plasma oder durch chemische 
Verainderung des Plasmas selbst entstanden sind, sondern aus einfachen 
Zuckern am Ort ihrer spateren Lagerung allmahlich synthetisiert 
wurden, also eine der Ontogenese parallel laufende Chemogenese durch- 
machen. Die Tatsache, daB die Intersaccharane aus der Sekundar- 
lamelle der Zellwand selbst, also der Lagerstitte der Cellulose und 
des Xylans isoliert wurden, ist ein weiterer Beweis der Behauptung, 
daB es sich um Zwischenprodukte genannter Kohlenhydrate handelt. 


4. Bemerkungen zur Konstitution polymerer Kohlenhydrate. 


Es ist bei allen in der Sekundarlamelle héherer Pflanzen abge- 
lagerten Kohlenhydraten bemerkenswert, da das Endprodukt eine 
blauviolette Chlorzinkjodreaktion aufweist und in verdiinnten Alkalien 
kaum oder doch schwer léslich ist, wihrend die Zwischenprodukte in 
Chlorzinkjod schwacher gefarbt sind oder farblos bleiben und in Laugen 
gleicher Konzentration léslich sind. Man kann hiernach vier Stufen 
innerhalb der Reihe eines Kohlenhydrats feststellen. Wir bezeichnen 
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eine solche Reihe im folgenden mit Staudinger! als polymer- 
homolog. 

Es ist demnach zu ermitteln, welcher Reihe eine Verbindung an- 
gehért und wo sie in dieser steht. Neu aufgefundene Kérper sind 
daraufhin zu untersuchen, ob sie einer bekannten Reihe angehéren oder 
eine eigene Reihe bilden. Zur Beantwortung solcher Fragen wurde 
folgendes Schema (‘Tabelle X) aufgestellt, in das die seither als sicher 
erkannten Kohlenhydrate eingeordnet wurden, so gut es zurzeit még- 
lich ist. Die Aufstellung kann natirlich nur ein erster Versuch sein, 
Ordnung in die Vielzahl der beschriebenen K6érper zu bringen. Weitere 
Arbeit soll das System vervollstandigen. 

Wir haben uns bei der Zusammenstellung, wie man sieht, von 
gewissen Léslichkeitserscheinungen und Farbreaktionen leiten lassen und 
sind so zu einer Einteilung in vier Stufen gekommen, die natiirlich nicht 
scharf abgegrenzt sind, sondern allmahliche Ubergange haben. Auch die 
Kinteilung in drei Gruppen sieht Ausnahmefille vor. Die Betrachtung 
dieser Tabelle zeigt, daB fiir die in der Sekundarlamelle abgelagerten 
Kohlenhydrate, Celluloren, Mannane und Xylane, vielleicht auch fiir das 
Lichenin und die Methylpentosane (die noch nicht isoliert wurden) 
ein gleiches Aufbauprinzip gelten dirfte. Hiervon unterscheiden sich die 
Galaktane und Arabane, die sich wohl stets mit organischen Sauren, 
wie Uronséuren und Zuckerséuren (in weiterem Sinne), vereinigt oder 
chemisch verbunden haben und von denen es fraglich ist, ob sie héhere 
Polymere zu bilden vermégen. Bemerkenswert ist weiterhin ihre Be- 
schrankung auf Mittellamelle und Intercellularen. Noch gréBeren 
Unterschied weisen die als Reservekohlenhydrate im Zellinnern 
abgelagerten drei Substanzen Starke, Inulin und Glykogen auf. 

Im folgenden wird nur die erste Gruppe dieser Substanzen naher 
betrachtet. Die Verschiedenheiten innerhalb einer Re‘he miissen ihren 
Ausdruck in der Konstitution der Einzelmolekiile sowie der Lage dieser 
zueinander finden. 

Staudinger? nimmt an, dafB den polymeren Kohlenhydraten 
Kettenstruktur zukomme. Fiir das Cellulosemolekiil werden etwa 
1000 glucosidisch miteinander verbundene Glucosereste gefordert. 
Solche Makromolekiile lagern sich orientiert aneinander und bilden den 


' H. Staudinger, Zeitschr. f. angewandte Chem. 42, 37, 67, 1929; 
H. Staudinger, K. Frey, R. Signer, W. Stark, G. Widmer, B. 68, 2308, 1930; 
H. Staudinger, O. Schweitzer, B. 68, 2317, 1930; H. Staudinger, H. Freuden- 
berger, B. 68, 2331, 1930. 

2 H. Staudinger, 1. c.; B. 59, 3019, 1926; vgl. hierzu auch B. Tollens, 
Handb. d. Kohlenhydrate, 3. Aufl., Leipzig 1914, S. 564; K. Freudenberg. 
B. 54, 767, 1921; R.O. Herzog, W. Jancke, Zeitschr. f. angewandte Chem. 34. 
385, 1921. 
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nachsthéheren Baustein. Dieser ist in der Faser die Fibrille. Ihre 
Lange ist durch die Querelemente gegeben. Nehmen wir an, sie betriige 
10 wu. (Die gréBte bis jetzt gemessene Entfernung zweier Querelemente 
betrug 80 yz, die kleinste 3 bis 44.) Die Lange der Makromolekiile ist 
nach genanntem Autor etwa 0,5. Diese kénnten also nur durch 
versetzte Lagerung die Fibrille aufbauen, die dann einen Einkristall 
vorstellen wiirde. Hieriiber liegen keine Beobachtungen vor. Wenn 
dagegen die Kettenmolekile alle ungefaihr gleichzeitig endeten, so 
lieBen sich 20 solcher Mikrobausteine der Lange nach in der Fibrille 
unterbringen. Hiermit hatten wir dann wieder eine Art Mizellbildung, 
allerdings nur im festen Zustande und wegen ihrer GréBe ohne Form- 
doppelbrechung. 

Schwer vereinbar ist eine solche bloBe Kettenstruktur glucosidisch 
verbundener Cellobiosereste mit den einzelnen Stufen. Zum Beispiel 
kénnte man die Jodjodkaliumreaktion nur verstehen, wenn man sie 
nicht als Folge konstitutioneller Eigenschaften auffaBt, sondern mit dem 
Dispersitaitsgrad oder anderen kolloidchemischen Eigenschaften in 
Verbindung bringt, was indessen kaum angangig sein diirfte!. Denn 
andernfalls sollten sie nach dem erstmaligen Auftreten auch bestehen 
bleiben, da nach der Auffassung Staudingers wohl eine Verlingerung der 
Kette stattfindet, aber keine neue chemische Gruppierung. Das Auf- 
treten einer Liicke, durch die Intercellosen, Interxylane und Inter- 
mannane gekennzeichnet, spricht dagegen. Erst im Endzustand tritt 
wieder eine Jodreaktion auf, und zwar nach Zusatz sauer und quellend 
wirkender Reagenzien, wie Schwefelséiure oder Chlorzink. 


Auch bei der Alkaliléslichkeit ist eine gleichmaBig fortschreitende 
Tendenz nicht festzustellen. Die zweite Stufe benimmt sich etwa wie 
Starke, die dritte ist relativ leicht léslich und geht allmahlich in die 
Schwer- oder Unléslichkeit der vierten Stufe iiber. 


Ferner ist das Verhalten gegeniiber Saéuren in diesem Zusammenhang 
zu erwahnen. Jede Hydrolyse von Cellulose mit verdiinnten Sauren ist 
nur héchst unvollkommen zu Ende zu fiihren, etwa eben so, wenn auch 
nicht ganz so ausgepragt, verhalten sich Xylane und Mannane im 
Endzustand. Bei diesen Substanzen fiihrt erst die Anwendung des 
Flechsigverfahrens zu quantitativer Aufspaltung. Hiermit ist nicht in 
Ubereinstimmung, da8 die langen Kettenmolekiile leichter verkracken 
sollen als die kiirzeren, womit ja der schnelle Viskositatsabfall dieser 
Produkte sofort nach Lésung erklart wird. Auch der konstante Drehwert 


1 H.v. Euler u. St. Bergman, Kolloidzeitschr. 31, 81, 1922; H. Prings- 
heim, K. Goldstein, B. 55, 1446, 1922; M. Bergmann, B. 57, 753, 1924; 
M. Bergmann, St. Ludewig, B.57, 961, 1924; D. Kriiger, E. Tschirch, 
B. 62, 2776, 1929; B. 68, 826, 1930. 
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der Mannane und der Cellulose! in Kupferoxyd-4mmoniaklésung 
wahrend sechs bis zehn Tagen, einer Zeit, in der die Viskositat bereits 
stark vermindert ist, spricht nicht hierfiir. Ferner Legen die polari- 
metrischen Daten der Intercellosen tiefer als die der Cellulosen; man 
sollte also auch von verkrackten Produkten erwarten, daB sie einen 
geringeren Diehwert zeigen, was wahrend der angegebenen Zeit nicht zu 
beobachten ist. 

Macht man sich die Ansichten zu eigen, die micellaren Aufbau 
annehmen? oder diesen mit der Kettenstiuktur vere'n’gen®, so ist 
zunachst darauf hinzuweisen, daB sowch] im innern Auiktau als auch in 
der Linge der Cellobioseketten im Verlauf der Membranbildung 
Veranderungen entstehen, wie eine Betrachtung der chemischen Natur, 
der Léslichkeit und des Wassergehaltes der Intermedia1produkte in den 
vorstehenden Abschnitten lehrt. 

Vergleichende Réntgenanalyse mehrerer Stoffe einer Reihe wid 
hier von groBem Wert sein. Zum Beispiel weicht das Réntgenbild des 
bekannten Mannans A ohne Chlorzinkjcdieakticn ven dem des 
Mannans B mit blauer Reakticn deutlich ab‘. Ekenso ist es mit dem 
Lichenin und der Cellulcse®. Sollte es sich bestat'gen, daB die ersten 
beiden sowie die letzten beiden Substanzen zu je einer Reihe gekéren, 
so ware klar erwiesen, daB ihre Verschiedenheit nicht nur auf der 
Lange der Ketten beruht (denn in diesem Falle miiBten sie gleiche 
Diagramme aufweisen), sondern auf der Entfernung der Ketten von- 
einander oder auf neuen chemischen Bauprinzipien. 

Die Annahme letzterer scheint auch notwendig, wenn man be- 
achtet, daB die Kettenmolekiile scheinbar nicht von einem einzigen 
fermentativen Prinzip aufgespalten werden kénnen, sondern daB ein 
ganzes Enzymsystem hierzu nétig ist. Aus den Untersuchungen von 
Weidenhagen® wissen wir, daB die Einwitkung von a- bzw. £-Glucosidase 
geniigen sollte, um «- oder f-4-glucosidisch verbundene Glucoseketten 
aufzuspalten. Der Einwand, den genannter Autor bei der Starke macht’, 
ware auch hier zu erheben — es sei denn, daB man den micellaren Bau 


1 K. Hess, E. Messmer, N. Liubitsch, A. 444, 287, 1925; E. Messmer, 
Zeitschr. f. physik. Chem. 126, 402, 1927. 

2 OC. v. Ndgeli, S. Schwendener, Das Mikroskop, 2. Aufl., Leipzig 1877; 
C.v. Ndgeli, Theorie der Garung, Miinchen 1879. 

8 K.H. Meyer, H. Mark, B. 61, 593, 1928; Der Aufbau der hoch- 
polymeren organischen Naturstoffe, Leipzig 1930. 

4 Siehe die Réntgenbilder bei K. Hess u. M. Liidtke, A. 466, 18, 1928 
sowie in K. Hess, Chemie der Cellulose, Leipzig 1928, 8. 80. 

5 R.O. Herzog, H. W. Gonell, H. 141, 63, 1924. 

6 R. Weidenhagen, Zeitschr. d. Vereins d. deutschen Zuckerindustrie 79, 
115, 591, 1929; 80, 11, 155, 374, 1930. 

7 Derselbe, ebendaselbst 80, 935, 1930. 
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und die damit zusammenhangenden energetischen Verhaltnisse sowie 
die auBergewohnliche Lange der Kette als Ursache der Nichtspaltbarkeit 
ansieht. Leichter sind diese Ergebnisse enzymatischer und priparativer 
Arbeit aber zu verstehen, wenn der sehr wahrscheinlich gemachte 
stufenweise Abbau und Aufbau mit konstitutiven Momenten chemischer 
Natur in Zusammenhang gebracht wird. 


Wenn sich auch die leichte Hydrolysierbarkeit und Léslichkeit auf 
den Abstand der Ketten voneinander zuriickfiihren ]4Bt, so ware die 
gréBere Resistenz der Substanz im Endzustand doch eher zu verstehen, 
wenn man fiir diese auch eine Hauptvalenzbindung der Ketten unter- 
einander, etwa durch Vermittlung der freien CH,OH-Gruppen, 
nachweisen kénnte. Vielleicht beruht auch die Bildung von Htmin- 
substanzen bei der Hydrolyse auf einem Zusammenbleiben mehrerer 
Kettenbruchstiicke. 


Hampton, Haworth und Hirst! nehmen fiir das Xylan eine Struktur 
gleich der der Cellulose an. Dieser wiirden also lediglich die auBen- 
stehenden CH,OH-Gruppen zu nehmen sein, um sie in Xylan zu 
iiberfiihren. Aber dieses Produkt (im Endzustand mit blauvioletter 
Chlorzinkjodreaktion), das also zu Micellen vereinigte Kettenmolekiile 
in geordneter Lagerung darstellen sollte, gibt im Diagramm nur einen 
breiten Ring?. Dieser ist nicht verstandlich, wenn man die Substanz als 
ein Abbauprodukt der Cellulose im Sinne der englischen Autoren auffaBt. 
Weiter vorne ist schon dargetan, daB diese Ansicht auch aus anderen 
Griinden abzulehnen ist. 


Da die Bildung der Zellwand nicht auf spontanen Vorgangen beruht, 
vielmehr eine allmahliche Entwicklung darstellt, die dem Wachsen und 
sonstigen Erfordernissen der Membran angepaBt ist, miissen chemische 
und physikalische Bauprinzipien dem jeweils Rechnung tragen. Die 
Ansicht von Staudinger sowie von Meyer und Mark, daB in der Cellulose 
verschieden lange Ketten von /-4-Glucosido-Glucoseresten vorlaigen, 
scheint mit den Erfahrungen in Widerspruch*. Friihere und vorliegende 
Untersuchungen des Verfassers weisen mit Deutlichkeit darauf hin, 
daB die Cellulose, das Mannan und das Xylan einem Endzustand 
zustreben, der endgiiltig ist. Es scheint, daB die Pflanze nicht in der 
Lage ist, an den Substanzen, die ihn erreicht haben, noch einen weiteren 
Aufbau vorzunehmen. Die polymeren Kohlenhydrate im Endzustand 
stellen keine Gemische dar, sondern Individuen. Es gibt wohl viele 


1 Hampton, Haworth u. Hirst, Journ. Chem. Soc. 31, 1739, 1929. 

2 K. Hess, M. Liidtke, A. 466, 18, 1928. 

3? Die letzte Arbeit von H. Staudinger und O. Schweitzer, B. 68, 3132, 
1930 sieht allerdings auch vor, da die Pflanze in der Lage ist, einheitliche 
Molekiile aufzubauen. 
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Intercellosen, Interxylane und Intermannane, aber nur eine Cellulose, 
ein Xylan B und ein Mannan B. Ob die Pflanze bestimmte Ent wicklungs- 
stufen in Form einheitlicher Individuen festhalten kann, ist noch nicht 
mit Sicherheit zu sagen. Zeigt es sich, daB das Mannan A, das Lichenin 
und andere der Reihe angehéren, der sie in der Tabelle vorlaufig zu- 
geordnet sind, so ist diese Frage bejahend zu beantworten. 


Aus allem scheint hervorzugehen, daB auBer der Annahme langer 
Ketten und deren Parallellagerung zu Micellen noch weitere Prinzipien 
bei dem Aufbau polymerer Naturstoffe in Frage kommen, und man wird 
Staudinger und Schweitzer beipflichten miissen, wenn sie ,,das Problem 
der endgiiltigen Konstitution der nativen Cellulose vorliufig noch 
unerschlossen“‘! nennen. 


5. Die quantitative Bestimmung der Cellulose. 


Die exakte Bestimmung der Cellulose bietet fiir gewisse technische 
Materialien, wie z. B. Holzzellstoff, heute keine groBe Schwierigkeit mehr. 
Da dieses Produkt durch den AufschluB von Nichtkohlenhydraten 
weitgehend befreit ist, da wir tiberdies die Eigenschaften der Begleit- 
kohlenhydrate kennen, lieB sich in der Ermittlung der «-Cellulosemenge 
eine Methode finden, die fiir viele Zwecke von der erforderlichen 
Genauigkeit ist. 

Schwieriger wird die Bestimmung bereits, wenn nicht Holz vorliegt, 
sondern etwa Stroh. Durch die Alkaliextraktion der «-Cellulose- 
bestimmungsmethode wird in diesem Falle. nicht das Kutin der 
Epidermiszellen erfaBt. Auch bleibt reichlich viel Xylan in dem 
Zellstoff. 

Noch schwieriger gestaltet sich die Ermittlung bei Vorliegen griinen 
Pflanzenmaterials. Fir diese Zwecke ist bekanntlich die Rohfaser- 
bestimmung etwa nach dem Weendeverfahren ausgearbeitet ’. 


Diese beiden Methoden, die je nach Material mit schwankender 
Fehlergrenze arbeiten, sind fiir viele Zwecke ausreichend. Sie versagen 
indessen, wenn die Menge der Begleitstoffe groB ist. Die Fehler, die 
ihnen anhaften, sind insbesondere die folgenden: 


1. Xylan und Mannan sind in ihrem Endzustand, also sobald sie 
blauviolette Chlorzinkjodreaktion geben, unter den Bedingungen der 
genannten Methoden nicht vdéllig in der Natronlauge léslich ; sie bleiben 
zum Teil im Riickstand. 


1 H. Staudinger, O. Schweitzer, B. 63, 3132, 1930. 

2 Die Ausfiihrungsbestimmungen siehe bei M. liidtke in E. Mangold, 
Handb. d. Ernaéhrung u. des Stoffwechsels d. landw. Nutztiere, 1. Bd., 8. 44, 
Berlin 1929. 
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2. Das Kutin ist ebenfalls nicht in Alkali léslich und bleibt bei der 
Cellulose. Dasselbe ist von der in dieser Arbeit eingehend besprochenen 
Hautsubstanz zu sagen. 


3. Die Intercellosen werden bei griinem Material nicht vollstandig 
extrahiert. 


Bei zusatzlichen Verfahren zu den genannten Methoden ist folgendes 
zu beachten: 


a) Die Ermittlung und Subtraktion des Xylan- bzw. Pentosan- 
wertes (durch Furfuroldestillation) von dem der «-Cellulose oder der 
Rohfaser erfaBt nicht das Mannan und die Intercellosen, auch nicht das 
Kutin und die Hautsubstanz. 


b) Die Vergaérung nach erfolgter Hydrolyse schlieBt die Inter- 
zellosen und die Mannane mit ein; die gesonderte Bestimmung der 
Mannose (die tibrigens in geringer Konzentration sehr schwierig ist) 
1aBt immer noch die Intercellosen unberiicksichtigt. 


c) Die Auflésung des Zellstoffs bzw. der Rohfaser in Kupferoxyd- 
ammoniak und Ausfaillung mit Saéure und Alkohol! kann nur eine 
Rohcellulosebestimmung sein, da, wie die vorliegende Abhandlung zeigt, 
Mannane, Xylane und Intercellosen zum Teil mit ausgefallt werden. 


Diese Ausfiihrungen lehren, daB den bisherigen Methoden zur 
Cellulosebestimmung Mangel zum Teil solcher Art anhaften, daB ihre 
Verwendbarkeit in Frage gestellt ist. 


Ein exaktes Verfahren fiir die Bestimmung der Cellulose in héheren 
Pflanzen ist nach den Erfahrungen des Verfassers das folgende: 


Das Material wird nach geeigneter Vorbereitung durch ab- 
wechselndes Einbringen in 0,2 bis 0,4°,iges Chlorwasser und 1 bis 
2% iges Ammoniak aufgeschlossen. Sollen die der zweiten Stufe 
(s. Tabelle X) angehérigen Kohlenhydrate einschlieBlich pektinartiger 
Substanzen bei dem Zellstoff bleiben, ist statt des Ammoniaks kalte 
2° ige Natriumsulfitlésung anzuwenden. Der ganze AufschluB ist in der 
Kalte durchzufiihren. Bei Verwendung von Chlorwasser und Ammoniak 
sind acht bis zehn Behandlungen nétig; bei Anwendung von kalter 
Natriumsulfitlésung 20 bis 25. Es muB8 hier bemerkt werden, daB 
Chlordioxydlésung gegeniiber Chlorwasser keine Vorteile bietet. Der 
aufgeschlossene Zellstoff wird dreimal mit 6- bis 7°,iger Natronlauge 
ausgeschiittelt (jedesmal etwa sechs Stunden auf der Maschine). Das 
Flottenverhaltnis ist ungefihr 1 g lufttrockene Substanz zu 10 ccm 
Lauge. Nach dem Auswaschen wird 1 g des lufttrockenen Produkts mit 


1 J. Konig, Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 12, 388, 1906; 
Mach u. Lederie, Landwirtsch. Versuchstat. 90, 269, 1917; siehe auch 
G. Wiegner, W. Thormann, Landwirtsch. Jahrbiicher d. Schweiz 1921. 
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1 g festem, reinem Kupferhydroxyd in gut schlieBender Stépselflasche 
vermischt und mit 100cem 25°,igem Ammoniak iibergossen. Es 
empfiehlt sich, die Substanz zuerst einige Stunden mit etwa 20 ccm 
Ammoniak quellen zu lassen und danach den Rest zuzugeben. Die 
Auilésung erfolgt schneller beim Schiitteln. Nicht geléste Stoffe werden 
durch Zentrifugieren entfernt, wobei die Lésung mit einer gesittigten 
Lésung von Kupferhydroxyd in Ammoniak quantitativ tbergespiilt 
wird. Aus der Kupfer-Kohlenhydratlésung fallt 50°%,ige Essigsaure, 
allmahlich unter Kiihlung zugesetzt, die Cellulose praktisch quantitativ 
aus. Mannane und Xylane fallen nicht quantitativ, auch setzt ihre 
Abscheidung spater ein, weshalb man die Cellulose alsbald nach Ausfall 
abzentrifugiert. Bei hohem Hem‘cellulosengehalt ist die Auflésung in 
Kupferoxydammoniak und Ausfallung gegebenenfalls wie angegeben zu 
wiederholen. Das Kupfer wird durch 5°%,ige wasserige Essigsaure 
entfernt und die Essigséure durch Wasser. Nachtrigliche Behandlung 
mit Methylalkohol erleichtert das Trocknen. Der polarimetrische Wert 
von 0,0648 g Substanz und 0,096 g reinem Kupferhydroxyd in 10 ccm 
25°,igem Ammoniak muB im Licht der Wellenlinge 435,8 yy bei 
Verwendung eines 5cm-Rohres — 3,27° ergeben. Es ist dies der von 
Hess und Messmer ermittelte Wert fiir reine Cellulose unter obigen 
Bedingungen!. Ist dieser Wert, der zwischen — 3,25° und — 3,30° zu 
schwanken pflegt, nicht erreicht, so ist die Umfallung zu wiederholen. 

Das Verfahren ist langwierig, iibertrifft aber alle bisher bekannten 
Methoden an Exaktheit, da es auf den neuesten Erkenntnissen aufgebaut 
ist. Denn gerade die Zwischenprodukte boten dem einwandfreien 
Nachweis groBe Schwierigkeiten. Bei Verwendung von nicht zu groBen 
Substanzmengen, also etwa 1 g lufttrockenen Materials, ist das Verfahren 
auch fiir Reihenversuche anwendbar. 


6. Die Bildung der Zellwand und ihrer stofflichen Komponenten. 


Die Ergebnisse dieser Arbeit und das in der Literatur niedergelegte 
Tatsachenmaterial gestatten, folgendes Bild vom Werden der Zellwand, 
insbesondere ihrer Kohlenhydratkomponenten zu geben. 


Ein die Zellteilung und damit Wandbildung anregendes Prinzip, 
das mit Haberlandt in den Wuchshormonen? oder mit Gurwitsch in 


1 K. Hess u. E. Messmer, A. 485, 7, 1923; K. Hess, E. Messmer, N. Lju- 
bitsch, A. 444, 287, 1925. 

2 G. Haberlandt, Sitzungsber. d. PreuB. Akad. d. Wissenschaften, 
Berlin 1913; Biol. Zentralbl. 42, 145, 1922; siehe auch J. Brieger, Ber. 
deutsch. bot. Ges. 42, (79), 1924; N. Cholodny, Biol. Zentralbl. 47, 604, 1927, 
Hier sind auch zu erwahnen E. Schilling, Jahrb. wiss. Bot. 62, 528, 1923, 
der organische Saéuren als Wachstumsreiz annimmt und K. Linzbauer, 
Biol. Zentralbl. 46, 80, 1926. 
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der mitogenetischen Strahlung! anzunehmen ist, leitet den Gesamt- 
prozeB? ein. 

Aufbaufermente synthetisieren die Kohlenhydrate aus der Glucose, 
entweder direkt aus dieser oder nach Riickbildung aus Starke. Die 
zunachst entstehenden Saccharide werden vom Zellkern im Zusammen- 
wirken mit dem Plasma zum Ort ihrer spéteren Ablagerung dirigiert und 
hier durch weitere Synthese als festes Produkt in Form von stiarke- 
ihnlichen Amyloiden mit blauer Jodreaktion abgeschieden. Weitere 
Synthese fiihrt zu den Intersaccharanen, die gegen Chlorzinkjod farblos 
sind. Dieser Vorgang wird von einem formenden Prinzip® begleitet, 
das sich auch bei dem letzten Vorgang, der Ausbildung des Endzustandes, 
der sich durch blauviolette Chlorzinkjodreaktion bekannt gibt, wirk- 
sam zeigt. Ein solches Prinzip mu8B angenommen werden, da sonst 
die Organisation der Substanzen, die aus sich selbst heraus nicht statt- 
findet, nicht erklart werden kann. Der gesamte ProzeB ist als eine 
Ganzheitsreaktion anzusprechen, da er nicht nur durch die Einzelzelle, 
sondern auch von dem gesamten Organismus beherrscht wird. Zu 
welchem Zeitpunkt die Ausbildung der Cellulosekristallite erfolgt, ist 
noch unbekannt. Sicher ist nur, da8 im wachsenden Organismus 
neben den Endprodukten auch die niedrigeren Stufen vorkommen. 

Die Bildung der polymeren Kohlenhydrate durch synthetisierende 
Prinzipien stellt im Gesamtgeschehen also nur einen TeilprozeB dar. 


Viel schwieriger zu verstehen und zu erklaren sind die iibrigen Vorgange, 
deren experimentelle Grundlagen in den meisten Fallen noch sehr 
liickenhaft sind. 


7. Versuche. 
A. Untersuchung des Zellstoffs reifer Weizenhalme. 


AufschluB von altem Winterweizen (Halmen). 


250 g Halmmaterial (89,35°% Trockensubstanz, 20,46°% Pentosan- 
gehalt, 0,4% Stickstoff, 6,7 Asche) wurden ohne Ahren in kurze Stiicke 
geschnitten in drei Liter Wasser suspendiert, nach 24 Stunden von diesem 
getrennt und in drei Liter 0,2 °4iges Chlorwasser gebracht. Nach 24stiindi- 


1 Siehe hierzu A. Gurwitsch, Das Problem der Zellteilung, Berlin 1926; 
Protoplasma 6, 449, 1929; J. Reiter, D. Gabor, Berlin 1927; Verdéffent- 
lichungen aus dem Siemenskonzern, Berlin 1928; W. Loos, Jahrb. wiss. 
Bot. 72, 611, 1930; H. Schreiber, W. Friedrich, diese Zeitschr. 227, 386, 1930, 
hier auch die weitere Literatur. 

2 Andere Forscher sehen in der Wasserstoffionenkonzentration, der 
Viskositaét und anderen physikalischen Erscheinungen das teilungserregende 
Prinzip. Siehe Spek, Kolloidzeitschr. 12, 1920; F. Weber, Naturwissenschaften 
12, 289, 1924. 

3 J. Reinke, Grundlagen einer Biodynamik, Berlin 1922; H. Pfeiffer, 
Grundlinien zur Entwicklungsmechanik d. Pflanzengewebe, Berlin 1925; 
L. Bertalanffy, Kritische Theorie der Formbildung, Berlin 1928. 

Biochemische Zeitschrift Band 233. 4 








Salvage See epee - . 





50 M. Liidtke: 


gem Verweilen darin bei Zimmertemperatur im Dunkeln wurde abgesaugt, 
mit ebensoviel Wasser nachgewaschen und in 2%iges Ammoniakwasser 
gebracht. Auch hierin blieb das AufschluBgut 24 Stunden. Abfiltriert. 
zweimal mit der gleichen Menge Wasser ausgewaschen, in 1,5 Liter Wasser 
aufgenommen, mit 2°%iger Salzsiure unter Umschiitteln neutralisiert 
1,5 Liter 0,4 %iges Chlorwasser zugegeben, durchgeschiittelt und 24 Stunden 
stehen gelassen. Die Behandlung mit Chlorwasser bzw. Ammoniak geschah 
im ganzen je achtmal. Bei der fiinften bis achten Behandlung wurde das 
Ammoniakwasser nur 1 %ig gewahlt und das Chlorwasser 48 Stunden mit 
der Substanz in Beriihrung belassen. 

Die Ausbeute betrug 130,7 g mit 11,36% Feuchtigkeit = 115,86 g 
trocken oder 51,87 %. 

Die Chlorwasserausziige, die hellgelb gefarbt waren und nur wenig 
organische Substanzen enthielten, wurden nicht weiter untersucht. 

Die Ammoniakausziige wurden jeder fiir sich mit 50 %iger Schwefelsiure 
unter Umriihren schwach angesiuert. Das flockig ausfallende Ligninprodukt 
wurde abfiltriert und ausgewaschen. Es stellt getrocknet ein dunkelbraunes 
Pulver dar, das chlorhaltig ist, bisher aber noch nicht weiter untersucht 
wurde. 

Fraktionierung des Zellstoffs aus altem Weizen. 


100 g Zellstoff mit 91,37 g Trockengewicht, die durch Ausziehen mit 
heiBem Methylalkohol 1,32% .,Fett und Wachs‘ verloren, wurden mit 
1000 cem 8%iger (Gewichtsprozente) Natronlauge iibergossen und 
20 Stunden unter haufigem Umschiitteln stehen gelassen. Die Substanz 
farbt sich beim UbergieBen gelb. Die Lauge wurde durch ein Glasfilter 
abgesaugt und der Riickstand mit dem gleichen Volumen Wasser aus- 
gewaschen. Filtrat und Waschwasser wurden mit dem doppelten Volumen 
Methylalkohol durchgeschiittelt. Ausfall nach sechs Stunden filtriert 
(der gelbe Farbstoff verblieb in der alkoholischen Lauge) und mit Methy!l- 
alkohol gegen Lackmus neutral gewaschen. Nachdem er 24 Stunden in 
Ather gestanden hatte, wurde er an der Luft getrocknet. Ausbeute an 
trockenem Material 24,46 g = 26,76% (erste Fraktion). 

Der Zellstoffriickstand wurde mit 600 ccm 8%iger Natronlauge vier 
Stunden geschiittelt. Nach Filtration und Waschen des Faserstoffes mit der 
gleichen Menge Wasser wurden Filtrat und Waschwasser mit dem doppelten 
Volumen Methylalkohol versetzt. Der Ausfall wurde wie die erste Fraktion 
gereinigt. Ausbeute 3,335 g = 3,65°% (zweite Fraktion). 

Der nunmehr verbliebene Riickstand wurde noch einmal mit 500 ccm 
8% iger Natronlauge vier Stunden geschiittelt und die Kohlenhydrate des 
Filtrats wurden durch Anséuern mit 50% iger Essigsiure gefallt. Nach 
Filtration und Waschen mit Methylalkohol und Ather betrug die Ausbeute 


1,808 g = 1,98 %. 


Untersuchung der einzelnen Alkalifraktionen und des Faser- 
riickstandes aus Weizenzellstoff (altes Halmmaterial). 


Erste Fraktion. Der Xylangehalt betrug (durch Destillation mit 
12% iger Salzsiure und Fallung des Furfurols mit Phloroglucin bestimmt) 


nach Kréber: 0,4284 g geben 0,3990g Phloroglucid = 0,3290g Xylan 
= 76,8 %. 
Drehwert in Kupferoryaammoniak: 239. = — 4,18° (0,0648 g Sub- 


stanz, 0,1 g Kupferhydroxyd, 10 eem 25°, iges Ammoniak, 5 cm Rohr). 
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Hydrolyse: 1,7950 g trockene Substanz mit 50 cem 5°iger Schwefel- 
saéure sieben Stunden in siedendem Wasserbad erhitzt. 0,1582 g trocken 
gingen nicht in Lésung. Filtrat hiervon und Waschwasser mit Caleium- 
carbonat neutralisiert, filtriert, eingeengt (Wasserbad) und auf 50 ccm 
aufgefiillt. 


10 cem des Hydrolysats geben im Eudiometer, 48 Stunden der Garung 
mit obergariger Hefe unterworfen (28°), 1,45cem Gas (21°, 752mm). Dieselbe 
Hefemenge hildete in gieicher Zeit durch Atmung 1,20 ccm Gas. Es ist also 
praktisch keine Gaérung nachweisbar. Zymohexosen sind abwesend. 

X ylosenachweis: 20 ccm des Hydrolysats mit 1 g Phenylhydrazin und 
einigen Tropfen Eisessig versetzt, 24 Stunden bei 10 bis 15° aufbewahrt. 
Nach zwolfstiindigem Stehen hatte sich kein Hydrazon abgeschieden. 
Mannose abwesend. Die Fliissigkeit eine Stunde auf siedendem Wasserbad 
erhitzt. Osazonbrei nach Erkalten abgesaugt und mit Wasser gewaschen. 
In 12 cem Aceton gelést (Lésung vollstandig und klar). Mit Wasser gefillt, 
abfiltriert, gewaschen. Schmelzpunkt 155°. Nach Umbkristallisieren 
Schmelzpunkt 158°. Xylosazon. 


Acetolyse: 9 cem Essigsiureanhydrid, 9 cem Eisessig und 1 ccm konzen- 
trierte Schwefelséiure unter Kiihlung zusammengegeben. 1,6994 ¢ trockenes 
Material der Fraktion 1 damit iibergossen. Zwei Wochen bei 35° aufbewahrt. 
Nach EingieBen in 150 cem Wasser und 24stiindigem Stehen keine Ab- 
scheidung von Cellobioseoktacetat. 


Zweite Fraktion. Xylanbestimmung: 0,4062 g trockene Substanz geben 
0,2774 g Furfurolphloroglucid = 0,2270 g Xylan = 55,88 %. 

Drehwert in Kupferoxydammoniak: «3%, = — 4,00° (0,0648 g¢ Sub- 
stanz, 0,1 g Kupferhydroxyd, 10 cem 25% iges Ammoniak, 5 cm Rohr). 


Faserriickstand. Xylanbestimmung: 0,4632 g trockenes Material geben 
0,0950 g Furfurolphloroglucid = 0,0808 g Xylan = 5,52 %. 


Isolierung reinen Xylans aus dem Weizenzellstoff 
(altes Halmmaterial). 


1,9146 g trockene Substanz wurden mit 2 g Kupferhydroxyd gemischt 
und mit 200 cem 25 %igem Ammoniak iibergossen. Nachdem das Gemisch 
in gutschlieBender Stépselflasche einige Stunden im Dunkeln gestanden 
hatte und die Lésung beendet war, wurde mit 50% iger Essigséure unter 
Kihlung und Umschiitteln schwach angesiuert, die ausgefallene Substanz 
nach sechs Stunden abzentrifugiert, mit Methylalkohol, dem 5% Essigsaéure 
beigemischt waren, kupferfrei gewaschen, Essigsiure durch reinen Methyl- 
alkohol entfernt, dieser durch Ather verdrangt, im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute 1,1224 g. 


Die von der Essigséurefaillung abzentrifugierte Kupferlésung mit dem 
doppelten Volumen Methylalkohol versetzt und die hierbei ausflockende 
Substanz, wie oben beschrieben, von Kupfer, Essigséure und Methylalkohol 
befreit. Ausbeute trocken 0,3456 g. Die gesamte Ausbeute aus dem Roh- 
produkt betrigt also 1,4680 g oder 76,7 %. 

Die Hydrolyse ergab nur Xylose, als Osazon bestimmt. Schmelzpunkt 
158 bis 160°. 

Der Drehwert in Kupferamin des mit Vssigséure gefillten Produkts 
ergab: a 435,8 = — 4,50° bis — 4,55° (0,0640g Substanz, 0,1 g Kupfer- 
hydroxyd, 10 cem 25 %iges Ammoniak, 5 cm Rohr). 
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Die Bestimmung des Xylans durch Furfuroldestillation ergab: 0,2400 g 
Substanz (trocken und aschefrei) ergaben 0,2602 g Phloroglucid = 0,2132 g 
Xylan = 88,9%1. Die Verbrennung ergab: 4,838 mg Substanz, 8,020 mg 
CO,, 2,58 mg H,O. 

C,;H,gO,. Ber.: C 45.45%, H 6,11 %. 
Gef.: C 45.21%, H 5.97%, Asche 0,37 %. 


Die Chlorzinkjodreaktion des Produkts ist dunkelviolettblau. Sie ist 
noch nach Tagen wahrnehmbar. 

Das mit Alkohol gefallte Xylan hatte einen Drehwert von 2435, 
= — 4,52 bis 4,56°. (Bedingungen wie oben.) 

Die Chlorzinkjodreaktion ist dunkelviolettblau; gréBere Stiicke 
reagieren allmahlich durch. 


Isolierung reiner Cellulose aus dem Faserriickstand des mit 
Alkali extrahierten Zellstoffes (altes Halmmaterial). 


2,1 g lufttrockener Faserriickstand wurde mit 2 g Kupferhydroxyd in 
200 com 25% igem Ammoniak gelést, nach Lésung zentrifugiert und mit 
50% iger Essigsiure unter Kiihlung neutralisiert. Der Ausfall wurde 
abzentrifugiert, durch Kupfer von 5% iger Essigséiure, von dieser durch 
Wasser befreit, letzteres durch Alkohol und dieser durch Ather verdrangt. 
Ausbeute 1,7758g trockene Substanz. 2435,8 = — 3,25° bis — 3,30° 
(0,0648 g, 0,1 g Kupferhydroxyd, 10 cem 25% iges Ammoniak, 5 cm Rohr). 
Vergleichscellulose hat den Drehwert — 3,27° (Hess und Messmer). Unser 
Produkt ist also rein und unterscheidet sich auch in allen iibrigen Eigen- 
schaften nicht von der Cellulose anderer Pflanzen. 


B. Untersuchung des Zellstoffs griiner Weizenpflanzen. 


Darstellung von Zellstoff aus griinem Winterweizen. 


Das Material war, als es zur Verarbeitung gelangte, etwa drei Monate alt 
(am 16. September aufgelaufen, am 13. Dezember geerntet). Die Lange der 
oberirdischen Teile war etwa 10 cm. 1500 g hiervon (Trockengehalt 12,76 %) 
wurden nach Veratmung der Starke mit sechs Liter 0,2 %igem Chlorwasser 
in gut schlieBender Stépselflasche iibergossen und im Dunkeln aufbewahrt. 
Nach Verbrauch des Chlors, der bei den ersten Behandlungen schneller vor 
sich geht als bei den spateren, wurde abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen. 
Darauf in sechs Liter 2%iges Ammoniakwasser gebracht. Nach 15 Stunden 
abgesaugt, zweimal mit der gleichen Menge Wasser ausgewaschen. Nach 
Zusatz von drei Liter Wasser wurde der Rest des Ammoniaks mit ver- 
diinnter, etwa 2 %iger Salzsiure neutralisiert und hierauf das AufschluBgut 
mit drei Liter 0,4 %igem Chlorwasser versetzt. Unter 6fterem Umschiitteln 
wurde 15 Stunden im Dunkeln aufbewahrt und weiter wie oben verfahren. 
Nach siebenmaliger abwechselnder Behandlung, die vollstandig bei Zimmer- 
temperatur vor sich ging, war der Aufschlu8 vollzogen. Das Ammoniak- 
wasser wurde bei den letzten beiden Behandlungen nur 1%ig gewahlt. 
die Substanz blieb mit dem Chlorwasser 48 Stunden in Beriihrung. 








1 Zur quantitativen Bestimmung von Xylan durch die Furfurolmethode 
vgl. M. Liidtke, A. 466, 50, 1928; ferner E. Schmidt, Meinel, Nevros, Jande- 
beur, Cellulosechemie 11, 61, 1930. 
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Die Ausbeute betrug 41 g mit 10,8 ° Feuchtigkeit = 36,572 g trocken 
oder 10,11 %. 

Das Produkt reagiert, sofern man als letzte die Chlorbehandlung wahlt, 
sauer (siehe I, Abschn. 6, 7 und 8). 

Pentosanbestimmung: 1,2688 g trockene und entfettete Substanz geben 
0,1494 g Furfurolphloroglucid = 0,1245 g Xylan oder 9,81 %. 


Fraktionierung des Zellstoffs aus jungem Weizen. 


41g Zellstoff mit 10,8% Feuchtigkeit wurden mit heiBem Methyl- 
alkohol im Soxhletapparat ausgezogen. Der Alkohol lé8t beim Erkalten ein 
farbloses Produkt fallen (.,.Wachs und Fett*‘). Durch Zusatz von Wasser zur 
alkoholischen Lésung scheidet sich eine weitere Menge der Substanz ab. 
Insgesamt lieBen sich so 1,9872 g oder 5,43 des trockenen Ausgangs- 
materials extrahieren. 

31,9 g des entfetteten Zellstoffs wurden mit 350 cem 8% iger Natron- 
lauge vier Stunden geschiittelt. Alsbald nach Zugabe des Alkalis farbt sich 
die Substanz gelb. Die Lauge wurde auf einem Glasfilter abgesaugt und der 
Riickstand mit der gleichen Menge Wasser ausgewaschen. Nach Versetzen 
von Filtrat und Waschwasser mit dem doppelten Volumen Methylalkohol 
fielen die gelésten Kohlenhydrate aus. Ausfall mit Methylalkohol alkalifrei 
gewaschen, abfiltriert und getrocknet. Ausbeute 8,412 g = 26,37 % (erste 
Fraktion). 

Durch abermaliges Ausschiitteln des Zellstoffriickstandes mit 300 cem 
8% iger Natronlauge wurde eine zweite Fraktion gewonnen, die ebenso 
gereinigt wurde. 1,9898 g Ausbeute = 6,24 %. 

Eine dritte Fraktion wurde durch nochmalige Behandlung des Riick- 
standes in 8%iger Natronlauge wie zuvor erhalten. Das Filtrat wurde in 
diesem Falle mit 50°, iger Essigséiure neutralisiert, die im Ausfall ent- 
haltene Essigsiure mit Methylalkohol ausgewaschen und dieser durch 
Ather verdringt. Die Ausbeute betrug nach Trocknung 0,62 g¢ = 1,94. 

Die Menge der ausgezogenen Substanzen betrug insgesamt 34,55 °, des 
Ausgangsmaterials. 

Der Zellstoff-Riickstand wurde mit Wasser ausgewaschen und an der 
Luft getrocknet. Menge trocken 13,731 g = 43,04 % des Ausgangsmaterials. 


Untersuchung der einzelnen Alkalifraktionen und des Faser- 
riickstandes aus dem Zellstoff griinen Weizens. 


Erste Fraktion. Xylangehalt nach Kréber: 0,3296 g ergaben 0,0882 g 
Furfurolphloroglucid = 22,85% Xylan. 

Drehwert in Kupferammin: «3%. = — 2,73° (0,0648g Substanz, 
0.1 g Kupferhydroxyd, 10 cem 25 %iges Ammoniak, 5 cm Rohr). 

Hydrolyse: 1,3716 g trockene Substanz mit 5 ccm 75° iger Schwefel- 
sdure 344 Stunden unter Umriihren und Zerdriicken bei Zimmertemperatur 
digeriert. Mit 75 cem Wasser verdiinnt, drei Stunden in siedendem Wasser- 
bad erhitzt, nach Abkiihlen filtriert (Riickstand trocken 21,0 mg), Filtrat 
mit Calciumcarbonat neutralisiert filtriert, Riickstand ausgewaschen, Filtrate 
und Waschwasser auf dem Wasserbad eingeengt, zu 50 ccm aufgefiillt. 

Glucosenachweis. 20cem des Hydrolysats mit 0,8ccm Phenyl- 
hydrazin versetzt, 0,5 cem Eisessig und Natriumacetat zugegeben. Nach 
zw6lf Stunden bei etwa 10° noch kein Ausfall (Mannose abwesend). Eine 
Stunde auf siedendem Wasserbad erhitzt, ausgefallenes Osazon abgesaugt, 
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mit Wasser, Methylalkohol und Aceton gewaschen. Aus 70% igem Alkohol 
umkristallisiert. Schmelzpunkt 205°: Glucosazon. 

Vergérung. 6,38 ccm, die mit 0,8 g obergariger Hefe im Eudiometer 
bei 26 bis 27° vergoren wurden, ergaben nach 48 Stunden 30,18 cem Kohlen- 
séure (0°, 760 mm) abziiglich der beim Blindversuch sich ergebenden 
Kohlenséuremenge. Vergoren wurden 957,1 mm Glucose = 63,44% vom 
Ausgangsmaterial. Ein zweiter Versuch ergab 32,18cem Kohlenséure 
= 67,7% vom Ausgangsmaterial. 

Hydrolysiert man sofort mit 5% iger Schwefelsaure, so ist die Hydrolyse 
nach siebenstiindiger Dauer noch sehr unvollkommen. 1,3700 g Substanz 
trocken hinterlieBen 0,7056 g Riickstand. Es ist also notwendig, auch bei den 
Intercellosen das Verfahren von Flechsig anzuwenden. 

Acetolyse: 1,1512 g trockene Substanz mit einem Gemisch von 9 ccm 
Essigsiureanhydrid, 9 cem Eisessig und 1 cem konzentrierter Schwefelsaure 
(in der Kalte bereitet) iibergossen. Nach drei Wochen (26 bis 27°) filtriert. 
in 150cem Wasser eingegossen, 24 Stunden stehen lassen, abfiltriert und 
ausgewaschen. Nach Umkristallisieren in 90° igem heiBem Athylalkoho! 
blieben 0,1966g rein weife Nadeln der Oktacetylcellobiose zuriick. 
Schmelzpunkt 223°. Mischschmelzpunkt derselbe. [2]%} in Chloroform 
+ 41,02°. 

Zweite Fraktion: «2%... = — 2,95°. Bedingungen wie vor. 

Faserriickstand. 1,2241 g gaben 0,0390 g Furfurolphloroglucid = 0,0358 g 
Xylan = 2,95 %,. 


Isolierung der Intercellosen; Versuche zur Abtrennung reiner 
Interxylane. 


a) 8g der ersten Alkalifraktion des Zellstoffs aus jungem Weizen 
blieben mit 400cem 25%igem Ammoniak iiber Nacht stehen. Nach 
Filtration wurde die gelbe Lésung mit dem doppelten Volumen an Methyl- 
alkohol versetzt, der ausfallende Kérper mit Methylalkohol auf der 
Zentrifuge ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. Da er noch schwach- 
gelblich gefarbt war, wurde er in 2% iger Natronlauge gelést und mit 
Essigsaure gefallt. Die Fallung tritt allmahlich ein, schneller auf Zusatz von 
Alkohol. Nach Auswaschen des essigsauren Salzes mit Alkohol und 
Trocknen im Vakuum blieben 0,9 g als Ausbeute. 

Verbrennung. 4,240 mg geben 6,910 mg CO, und 2,38 mg H,O. 

CgH,,.0; (162,05). Ber.: C 44,44%, H 6,22%;: 
Gef.: C 44,45%, H 6,28%. 

Hydrolyse. 0,4 g in 1 eem 75 %iger Schwefelséure gelést, mit 19 eem in 
Wasser verdiinnt, 31% Stunden in siedendem Wasserbad erhitzt, mit 
Calciumcarbonat neutralisiert, filtriert, eingeengt, zu 20 ccm aufgefiillt. 
2cem gaben nach Bertrand 39,2 mg Glucose = 89,2%. In 10 cem wurde 
durch Zusatz von Phenylhydrazin und Erhitzen das Osazon abgeschieden. 
Schmelzpunkt 205°. In 5ccm Glucose durch Vergairung bestimmt. Nach 


48 Stunden hatten sich nach Zusatz frischer obergariger Hefe im Eudiometer 


16,2 cem Kohlenséure gebildet. 

X ylanbestimmung. 0,3530 g geben 0,039g Furfurolphloroglucid 
= 0,0358 g Xylan oder 10,12 %. 

Drehwert. «}%,., = — 2,50° (0,0648 g Substanz, 0,1 g Kupferhydroxyd. 
10 cem 25% iges Ammoniak, 5 cm Rohr). 

Chlorzinkjodreaktion. Rotblau, bald verschwindend. 
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Eine weitere Reinigung durch wiederholtes Umfallen gestattete leider 
die Substanzmenge nicht. Da bei hohem Glucangehalt Oxymethylfurfurol 
in beachtlicher Menge mit iibergeht, diirfte der X ylanwert etwas zu hoch sein. 
Wie die Verbrennung zeigt, handelt es sich hier um ein schon recht reines 
(rlucan. 

b) Der Riickstand der Ammoniakextraktion wurde in 800 cem 25 %igem 
Ammoniak aufgenommen und unter Zusatz von 9,6 g Kupferhydroxyd 
aufgelést. Die klare Lésung mit 400 ccm 8 %,iger carbonatfreier Natronlauge 
allméhlich unter Umschiitteln und Kiihlung versetzt. Kein Ausfall. 
Mannan und Cellulose abwesend. Weitere 400 ccm 8 %iger Natronlauge 
zugesetzt. Starke Flockung. Nach fiinf Stunden abzentrifugiert, mit 
Methylalkohol, der etwa 5% Essigséure enthielt, kupferfrei gewaschen, 
mit reinem Methylalkohol von der Essigséure befreit. Danach in Ather. 
Im Vakuum getrocknet. Ausbeute 5g. «3%... = — 3,25°. Bedingungen 
wie vorher. 

Xylanbestimmung. 0,3162 g geben 0,0758 g Phloroglucid = 0,0652 g 
Xylan = 20,62%. Das Produkt gibt bei der Hydrolyse, Glucose und 
Xylose; es ist partiell vergirbar. Die Acetolyse ergibt Cellobioseoktacetat. 
Die Chlorzinkjodreaktion ist blauviolett. GréBere Stiicke reagieren 
allméhlich durch. 

c) Das Zentrifugat von b wird mit 1,6 Liter Methylalkohol versetzt. 
Der Ausfall wird durch Dekantieren und Zentrifugieren isoliert. Wie b 
gereinigt. Ausbeute 1,1 g. 239, = — 3,10°. 

Xylangehalt. 0,2170 g geben 0,0908 g Phloroglucid = 0,0774 g Xylan 

35,67 %. 

Im Hydrolysat sind Glucose und Xylose festgestellt. Die Chlorzink- 
jodreaktion ist violett. Sie verschwindet schneller als die des Priparats b. 

Aus den Analysen ist ersichtlich, daB in diesem Praiparat das Interxylan 
angereichert ist. Sein Drehwert mu8 tiefer liegen als der des Xylans B 
im Endzustand, 

d) Das Produkt b mit einem Drehwert von 3,25° wurde in 120 cem 
4% ige Natronlauge gebracht und einige Stunden digeriert. Abzentrifugiert, 
Riickstand mit Methylalkohol ausgewaschen, an der Luft und im Vakuum 
iiber P,O,; 100° getrocknet. 

X ylanbestimmung. 0,3506 g geben 0,0070 g Furfurolphloroglucid 

2% Xylan. Da die Substanz braun aussieht, nicht griinschwarz, ist 
anzunehmen, da es sich hauptsaéchlich um Oxymethylfurfurol-Phloroglucid 
handelt. 

Drehwert: 2435,8 = — 3,60° (0,0648 g Substanz, 0,lg Kupferhydroxyd, 
10 cem 25%iges Ammoniak, 5-cm-Rohr). 

Verbrennung. 4,854 mg Substanz geben 7,910 mg CO,, 2,71 mg H,O. 

C,H,,0, Ber.: © 44,44%, H 6,22%; 
Gef.: C 44,45°,. H 6,259, Asche 0,21 %,. 

Chlorzinkjodreaktion. Dunkelblau. 

Aus diesen und den vorstehenden Daten ergibt sich, daB es sich hier um 
ein reines Glucan handelt. 

e) Der bei Herstellung des Gjlucans d erhaltene Alkaliauszug wurde mit 
50 %iger Essigséure unter Kiihlung bis zur schwach sauren Reaktion 
versetzt. Ausfall abzentrifugiert, mit Methylalkohol ausgewaschen. An der 
Luft, dann iiber P,O,; im Vakuum bei 100° getrocknet. 
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X ylanbestimmung. 0,3062 g geben 0,1276g Furfurolphloroglucid 
= 34,94% Xylan. 

Drehwert: a2),. = — 3,55® (0,0648 g Substanz, 0,1 g Cu(OH),. 
10 cem 25°%iges Ammoniak, 5 cm Rohr). 

Chlorzinkjodreaktion. Rotbraun, allmahlich violett werdend. 


C. Bemerkungen zu den Tabellen V und VI. 


Zur Bestimmung der Rohfaser wurde das Weende-Verfahren nach der 
Vorschrift des Verbandes landwirtschaftlicher Versuchsstationen benutzt'. 

3 g der lufttrockenen, gemahlenen und gesiebten Probe im Becherglas 
mit 50 cem 5% iger Schwefelséure und 150 cem Wasser eine halbe Stunde 
iiber freier Flamme unter Ersatz des verdampfenden Wassers gekocht. 
Filtriert, Riickstand bis zum Verschwinden der sauren Reaktion mit heiBem 
Wasser ausgewaschen. Riickstand im Becherglas mit 50 ccm 5 °%iger 
Kalilauge und 150 cem Wasser eine halbe Stunde gekocht. Filtriert, mit 
heiBem Wasser ausgewaschen und getrocknet. 

Das auf diese Weise aus jungem Weizen von 20 ccm Halmlinge er- 
haltene Produkt wurde mit 5 %iger Natronlauge extrahiert. Beim Versetzen 
des Auszugs mit Alkohol schied sich eine weiBe lockere Substanz ab, die in 


normaler Natronlauge einen Drehwert von — 50,1° zeigte. 0,2092 g gaben 
0,1990 g Furfurolphloroglucid = 0,1641 g Xylan oder 78,44%. Mit Chlor- 
zinkjod tritt keine Reaktion ein. «3%,, — — 2,46° (0,6648 g Substanz, 


0,1 g Kupferhydroxyd, 10 cem 25°,iges Ammoniak, 5cm Rohr). 

Die leichte Léslichkeit in normaler Natronlauge, das Fehlen der 
Chlorzinkjodreaktion und der niedrige Drehwert in Kupferoxydammoniak 
(gegeniiber — 4,50° bis 4,80° des Xylans im Endzustand) sind Kennzeichen 
der Interxylane. Der Rest des Produkts stellt Intercellosen dar. Der gréBte 
Teil dieser Produkte ist indessen in der Kalikochlauge zu finden. Auf 
Anséuren mit Saéuren fallt aus dieser eine reichliche Menge Niederschlag. 

cr wurde bisher nicht weiter untersucht, da die Substanzen durch die 
Behandlung in ihren Eigenschaften verandert sein kénnen und uns zunichst 
daran lag, Klarheit iiber die unveranderten Produkte zu erhalten. 

Da man im allgemeinen annimmt, daB der durch den Tierkérper 
verdaubare Anteil der Rohfaser Cellulose ist?, erhebt sich die Frage, ob 
diése Ansicht richtig ist und welche Bedeutung den Intersaccharanen fiir die 
Verdaubarkeit zukommt. 

Das Kutin und das Lignin wurden zunéchst zusammen durch 72- bis 
75 %ige Schwefelsiure bestimmt, dann das Lignin durch 0,4 %iges Chlor- 
wasser oxydiert und durch 2 % iges Ammoniak entfernt. Der Rest war Kutin. 

Das Xylan wurde durch Destillation mit 12°%,iger Salzsiure und 
Fallung des Furfurols mit Phloroglucin bestimmt. Verfasser wies schon 
friiher darauf hin*, da8 die Kréberschen Tabellen zur Ermittlung des 
Xylans aus den Xylosewerten umgerechnet sind. Da aber bei der Hydrolyse 
ein Teil des Xylans in andere Produkte als Xylose verwandelt wird, ist eine 
solche Umrechnung nicht statthaft. 


1 Siehe z. B. M. Liidtke, Die Substanzen der pflanzlichen Zellmembran 
in FE. Mangold, Handb. d. Ernaéhrung u. des Stoffwechsels der landwirtsch. 
Nutztiere, 1. Bd., 8S. 58, Berlin 1929. 

2 Siehe z. B. F. Honcamp, F. Ries, H. Miiliner, Landw. Versuchsstat. 
84, 301, 1914. 

3 A. 466, 50, 1928. 
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Die vorstehende Arbeit wurde im Institut fiir Pflanzenkrankheiten 
der Landwirtschaftlichen Hochschule Bonn-Poppelsdorf ausgefiihrt. 
Sie hatte neben der Klarung chemischer, morphologischer und physio- 
logischer Fragen insbesondere den Zweck, Grundlagen fiir weitere 
Studien tiber die Vorginge beim Angriff pflanzlicher und tierischer 
Parasiten auf das pflanzliche Gewebe. 

Es ist bekannt, daB Empfanglichkeit und Widerstandsfihigkeit 
einer Pflanze gegeniiber parasitarem Angriff nicht auf einem einheitlichen 
Prinzip beruhen, sondern auf den verschiedensten Ursachen. Sie kénnen 
genotypischer Art und plasmabedingt sein oder von der Beschaffenheit 
der Zellwand abhaingen. Die Resistenz des Organismus ist also durch 
physiologische, morphologische, chemische und physikalische Faktoren 
in weitestem Sinne bedingt, wobei die verschiedensten Kombinationen 
mit zeitlichen und értlichen Momenten zusammentreten kénnen. 

Welche Rolle bei all diesen Fragen die Zellwand spielen mu, 
geht aus vorstehenden Untersuchungen klar hervor ; denn es wird gezeigt, 
daB mit der Entwicklung des Organismus ein stufenweiser Aufbau der 
Membransubstanz parallel geht. Und es wird weiter dargetan, wie 
verschiedene Ernahrung auf die Produktion der Zellwandkohlenhydrate 
nach Menge und Qualitaét wirkt. Weitere Untersuchungen sollen zeigen, 
ob und wann gewisse Parasiten Enzyme erzeugen kénnen, welche die 
Intermediarprodukte in den verschiedensten Entwicklungsstufen ab- 
zubauen imstande sind, denn hiervon wird ein guter Teil der Widerstands- 
fahigkeit einer Zelle abhangen. 


Zum SchluB danke ich dem Direktor des Instituts, Herrn Professor 
Dr. E. Schaffnit, verbindlichst fiir die Férderung, die meiner Arbeit zuteil 
wurde. 














Versuche einer Bestimmung 
von Radiumelementen in Pflanzen. LI. 


Von 


E. Burkser, W. Kondoguri, W. Milgewska und K. Bronstein. 


(Aus dem ukrainischen Institut fiir Chemie und Radiumforschung zu Odessa. ) 


(Eingegangen am 20. Januar 1931.) 


In den vorhergehenden Mitteilungen! haben wir eine Reihe unserer 
Bestimmungen des Radiumgehalts in pflanzlichen, sowie tierischen 
Organismen mitgeteilt. 

In den weiteren Versuchen begniigten wir uns nicht mit der 
Radiumbestimmung in pflanzlichen Organismen, sondern erganzten 
dieselbe mit einer Thoriumbestimmung, und in einigen Fallen mit einer 
Kalium- und Rubidiumbestimmung. Als Objekt unserer Untersuchungen 
wahlten wir die Samen einiger Kulturpflanzen, welche am leichtesten 
rein, frei von Staub und Erdteilen erhalten werden kénnen. Bohnen- 
samen (Sorte ,,Michigan“, geerntet 1926) sowie Gerste N 32 (in 
demselben Jahre geerntet) haben wir von der Odessaer Landwirt- 
schaftlichen Forschungsstation erhalten. 


Nach sorgfailtigem Aussuchen mit den Handen, um Fremdkérper zu 
entfernen, wurden die Samen in Mengen von 5kg abgewogen, mit destil- 
liertem Wasser gewaschen und auf Leinwand getrocknet. Das durchschnitt- 
liche Gewicht eines Kornes betrug fiir Bohnen 0,15 g, fiir Gerste 0,042 g. 
Das Verbrennen wurde auf guBeisernen Pfannen ausgefiihrt, teilweise bis 
zu vollstaéndiger Veraschung. Die Gerstensamen wurden auf gleiche Weise 
bearbeitet. Der Prozentgehalt an Asche in den Samen ist in der Tabelle 
angefiihrt. 

Die aus derselben Quelle erhaltenen Leinsamen, geerntet im Jahre 1925, 
konnten nicht untersucht werden infolge der technischen Unmédglichkeit, 
dieselben von den Verunreinigungen zu befreien. AuBer den genannten 
Samen sind noch folgende Pflanzen untersucht worden: Matricaria Chamo- 
milla aus dem Garten des Instituts (gesammelt wahrend der Bliitezeit im 
Juni 1927), Suaeda maritima und Salicornia herbacea (gesammelt im 
Oktober 1927 an den salzhaltigen Ufern des Chadjibeilimans?). Das durch- 
schnittliche Gewicht jeder einzelnen Pflanze der zur Untersuchung be- 
nutzten 280 “xemplare der Suaeda betrug 23,4 g und der 245 Exemplare 

1 Diese Zeitschr. 181, 145, 1927; 211, 323, 1929. 

2 An dieser Arbeit beteiligte sich Benderskaja. 
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Salicornia 59 g. Die gesammelten Pflanzen wurden, nachdem sie von Erde 
gereinigt waren, auf Papierbogen getrocknet, nochmals gewogen und 
auf eisernen Platten verbrannt. Die erhaltene Asche der Samen wurde 
zusammengeschmolzen und den darauffolgenden Auflésungen nach der 
obenbeschriebenen Methode unterworfen. Je nach der Aschenmenge, 
welche uns fiir die Radiumbestimmung zur Verfiigung stand, nahmen wir 
Linwagen von 25 bis 50g. Um dieselben auf lebendes Gewicht umzu- 
rechnen, benutzten wir die Gewichtsangaben der soeben gesammelten und 
getrockneten Pflanzen sowie der Aschenmenge. In Tabelle I bringen wir 
soleche Angaben fiir die Radiummenge, welche einem Exemplar vom durch- 
schnittlichen Gewicht der Samen oder der lebenden Pflanze entspricht. 


Von den untersuchten Pflanzen entspricht nur der Radiumgehalt 
der Salicorniaasche der Ordnung, welche fiir den gréBten Teil der 
friher untersuchten Pflanzen festgestellt worden ist. In allen iibrigen 
Pflanzen ist der Radiumgehalt geringer oder liegt auBer dem Emp- 
findlichkeitsbereich der Apparate. Diese Untersuchungen sind durch 
Bestimmungen des Rubidium- und Kaliumgehalts auf chemischem 
Wege vervollstandigt worden. 


Tabelle I. 


Gehalt an Radiumelementen in Pflanzen. 
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1 | MatricariaChamomilla | ‘ 0 
2 || Suaeda maritima . . | 3 0 0,3507| Spuren  1,7106 
3 | Salicornia herbacea . || 25 10,37 . 10-8 0,3337 | 0,000 125 1,6903 
4 | Bohnen »Michigan“* | 

| (Samen) .... ./ 3,34 0 10,7986 | 0,000 011 0,0313 
5 || Gerste N 32 (Samen). | 2,64 10,58 . 10-18 |0,3712 0,000 026  0,0323 


In der letzten Serie von Versuchen, welche schon in den Jahren 
1929 bis 1930 unternommen wurden, umfaBten die Untersuchungen 
hauptsachlich die Reihen friiher nicht untersuchter Pflanzen, sowie 
die Thoriumbestimmung in den neuen Arten wie auch in einigen friiher 
auf Radiumgehalt gepriiften Pflanzen. Als Versuchsobjekte dienten 
einige junge Gemiisepflanzen, welche Anfang Juni gesammelt wurden: 
Zwiebeln, Méhren und Rote Riiben. Von Erbsen wurde die unreife 
Frucht genommen. Das durchschnittliche Gewicht der zur Unter- 
suchung benutzten 46 Zwiebelexemplare betrug 87 g, der 143 Méhren- 
exemplare 28g, der 20 Rote-Riibenexemplare 200g. Bei Fichten 
wurden die Nadeln, Zweige und Zapfen, gesammelt im Sommer 1929 
im Fichtenwald des friiheren Kijewer Gouv., separat untersucht. Zum 
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Vergleich waren gleichfalls Fichtennadeln aus dem Odessaer Botanischen 
Garten benutzt worden. LEichenblitter haben wir im Botanischen 
Garten gesammelt; deren Gewicht wurde erst nach dem Trocknen 
bestimmt. Dasselbe betrifft auch die Ruppia, welche auf dem 
»Ssuchoi Liman‘ gesammelt war. Es wurde ein separater Versuch 
der Radium- und Thoriumbestimmung in einer Mischung verschiedener 
Pflanzen — Heu, welches zur Nahrung fiir Kiihe diente — sowie im 
Kuhmist aus derselben Gegend ausgefihrt. 

Die Resultate der Bestimmungen sind in Tabelle II mitgeteilt. 


Tabelle II. 














~ Gehalt an: 











= |sSg| s5._ 
Nr. Untersuchte Substanz ae ess a2 ea 
| o |s.<4/| 82 83 
3 o7 . | on es 
| & |328| g228 
A | SN ea Odessa, Ssuchoi Liman | 38,04 = 1,7 60 
2 | Eiche (trockene Blatter) . » Botan. Garten 5,55 10,4 58 
3 | Palme (Cycas revoluta) . % . - 3,8 2,99 11,4 
4 || Kenaf (Hybiscus canra- 
aa ae ae a ae . ‘ ‘ 2,95| 2,96 87,8 
5 || Rote Riibe (junge Pflanze) Odessa 1,66 | 2,4 4,0 
6 || Zwiebel i s 1,74 | 2,18 3,8 
7 | Méhre ns ‘ | ‘ 1,58 | 1,77 2,9 
8 || Erbsen (unreife Frucht) | ‘ 0,83 | 3,0 2,5 
9 Algen, braune . ... . | a 1,10) 56 6,2 
10 | Fichtennadein bik tae a 2,06; 43 | 89 
11 |! Fichte (Zweige) . . . |) | 141 | 0,24 | oe 
12 | Fichtennadeln . .... ‘ issn 4,55 | 5, 5,9 
18 | Fichtenzapfen . .. . . | Dent Ke oy 445/17 | 78 
14 || Heu, trocken |... . ua | 954) 15 14.0 
15 || Kuhmist...... Maes 4,93; 10,8 53,2 


Der gréBte Gehalt an Radium ist in Kenaf, Ruppia, sowie in 
Eichenblattern bestimmt worden. In den iibrigen Pflanzen unter- 
scheidet er sich im wesentlichen nicht von den friiher untersuchten 
pflanzlichen Organismen. Wenn man die Fichtennadeln aus dem 
Kijewer Gouvernement mit denen aus Odessa vergleicht, so sind 
erstere dreimal reicher an Radium. In den verschiedenen Pflanzen- 
teilen entfallt der gréBte Radiumgehalt auf die Nadeln, der ge- 
ringste auf die Zweige. Kuhmist ist viermal aktiver als Heu, was 
darauf hinweist, da8 der Organismus der Kuh die Radiumsalze nicht 
zuriickhalt. Wenn man die Aktivitét der Asche verschiedener Pflanzen 
und deren Teile miteinander vergleicht, so ist die Verschiedenheit der 
Zahlen noch geringer. Sehr vermindert ist der Radiumgehalt in der 
Asche der Fichtenzweige. 


Indem wir zu der Thoriumbestimmung iibergehen, wollen wir kurz 
die Methodik dieser Bestimmung beschreiben. Als Material zur Bestimmung 
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dienten dieselben Lésungen, in welchen auch Radium bestimmt wurde, 
indem man mit Hilfe eines Luftstromes, unter Erwarmen, aus denselben 
im Laufe von 10 bis 15 Minuten die Radiumemanation entfernt hatte. 
Weiter destillierte derselbe Luftstrom unter einem bestimmten Druck, 
welcher mit einem Manometer gemessen wurde, die Thoriumemanation 
durch einen Kiihler und einen Trockenapparat in die Ionisationskammer. 
Das Ablesen der Starke des Ionisationsstromes wurde im Laufe einer 
halben Stunde mit Hilfe eines auBerordentlich empfindlichen Elektro- 
meters, welches im Institut selbst konstruiert worden ist, ausgefiihrt. 
Unter analogen Umstiéinden gab eine Lésung von Thoriummineral auf 
| mg Thorium in | Stunde 75 bis 80 Teilungen der Skala einer Ladungs- 
verminderung. 


Nach den Befunden der ausgefiihrten Messungen wurde Thorium 
ebenfalls in zerstreutem Zustande in verschiedenen Arten lebender 
Substanzen nachgewiesen. Der Thoriumgehalt aller untersuchten 
Pflanzenaschen schwankt in unbedeutenden Grenzen, und fiir die 
lebende Substanz weist er nur fiir Ruppia einige Konzentration auf. 
Nach den Befunden von H. Mache! betragt der Thoriumgehalt in 
verschiedenen Meerwasserproben 8 bis 48 . 10—* g in 100 ccm; nach den 
Befunden Joly! betragt der durchschnittliche Gehalt 10~5g Thorium 
in 100 ccm. 

Tabelle III. 
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Somit kann man annehmen, daB der Radium- und Thorium- 
gehalt sowie in den entsprechend gepriiften Fallen auch der Rubidium- 
gehalt derselben Ordnung wie das Wasser der Ozeane angehort. 


1 St. Meyer u. E. Schweidler, Radioaktivitat 1927, S. 567. 
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Die Beziehungen zwischen spontaner Extragirung 
und Zuckervergirung bei der Leber. 


(Untersuchungen iiber Milchsiuregiirung von Warmbliitergeweben. IV'.) 


Von 
Otto Rosenthal. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des Universitatsinstituts fiir Krebs- 
forschung an der Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Januar 1931.) 
Mit 9 Abbildungen im Text. 


Einteilung. 
. Einleitung. 
. Die Steigerung der Intensitat der anaeroben Garung durch Vor- 
ausschicken einer Aerobiose . 
. Kinetik der Zuckervergarung . 
. Einflu8 von Kalium und Calcium auf die Zuckervergirung 


. Zusammenfassung 


I. Einleitung. 


Wie in der dritten Mitteilung gezeigt wurde, ist bei der Leber von 
Hungertieren die Intensitaét der anaeroben Milchsaiurebildung nicht 
nur im zuckerfreien, sondern in gleichem Umfang und ebenso aus- 
nahmslos auch im zuckerhaltigen Medium herabgesetzt. 


Bei der spontanen Milchsiurebildung in zuckerfreier Ringerlésung 
wird die Hungerwirkung erst deutlich, wenn der anaerobe Stoffwechsel 
im Anschlu8 an eine aerobe Versuchsperiode gemessen wird; es fehlt die 
ixtragérung, also die beim ernahrten Tier zu beobachtende Steigerung 
der Garungsintensitét um einige 100°. Weniger ausgepragt ist die Hunger- 
wirkung nach sofortigem Ersticken des Gewebes. 

Die Wirkung des Hungers auf die Umsatzgeschwindigkeit zugesetzter 
Zuckerarten tritt am deutlichsten nach sofortigem Ersticken in Erscheinung, 


' Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 1. Mitteilung diese Zeitschr. 207, 263, 1929; 2. Mitteilung 
ebendaselbst 211, 295, 1929; 3. Mitteilung ebendaselbst 227, 354, 1930. 
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weil hier beim ernahrten Tier die gréBten Differenzen in der Geschwindig- 
keit von Leergirung und Zuckervergirung bestehen. Es laiBt sich nun 
wahrscheinlich machen, daB die Intensitat beider Vorgange, der Leergirung 
wie der Vergiirung zugesetzter Zucker, in erster Linie durch den Gehalt 
des Gewebes an einem als Garungsaktivator bezeichnetem Faktor bestimmt 
wird, dessen Menge beim ernahrten Tier durch Vorausschicken einer 
Aerobiose gesteigert werden kann. Zur Aktivierung des Umsatzes einiger 
Zuckerarten (Glycerinaldehyd, Fructose, Dioxyaceton') reicht beim er- 
nihrten Tier im allgemeinen bereits der Aktivatorgehalt des kérperfrischen 
Gewebes aus; zur Aktivierung der Spontangirung, also der Spaltung 
zelleigener Zucker, ist dies meist nicht der Fall. Beim Gewebe des Hunger- 
tieres ist weder Aktivator beim kérperfrischen Gewebe nachweisbar, noch 
Aktivatorbildung durch Vorausschicken einer Aerobiose zu erzielen. 


Zur Begriindung dieser schon friiher vorgebrachten Hypothese? 
soll im folgenden untersucht werden, ob sich die bei der spontanen 
Extragarung gefundenen Charakteristika — Wirkung der Aerobiose, zeit- 
licher Verlauf der Milchsdéurebildung, Kationeneffekt — allgemein 
bei der Zuckervergarung durch Lebergewebe aufweisen lassen®. Weiter- 
hin wird der Einflu8B der Substratkonzentration auf Geschwindigkeit 
und zeitlichen Verlauf der Milchséurebildung gepriift werden, ein 
Faktor, dessen Einflu8 bisher nicht beriicksichtigt wurde und auch 
nicht in Rechnung gestellt werden konnte, solange sich die Unter- 
suchung vorwiegend auf die Leergarung beschrankte. 


Il. Die Steigerung der Intensitit der anaeroben Girung dureh Vorausschicken 
einer Aerobiose. 


Der erste Anhaltspunkt, daB beim Lebergewebe ernaihrter Ratten 
spontane Extragairung nach nachtraglichem Ersticken und schnellere 
Vergirung von Dioxyaceton, Fructose und Glycerinaldehyd nach 
sofortigem Ersticken durch einen gemeinsamen Faktor ausgelist 


' Es sei bemerkt, dai die beim Lebergewebe beobachtete leichte 
Vergairbarkeit von Fructose und den Triosen einerseits und die geringe 
Wirksamkeit von Glucose andererseits der Verwertbarkeit dieser Zucker- 
arten durch den pankreasdiabetischen Organismus entspricht. Ein teil- 
weises Erhaltenbleiben der Fructoseverwertung beim zuckerkranken 
Menschen wie beim pankreopriven Tiere ist zuerst von Kiilz (Diabetes, 
Elwert, Marburg, 1874) und Minkowski (Berl. klin. Wochenschr. 1892, 
8. 5) beschrieben worden. Die meist noch bessere Toleranz des diabetischen 
Organismus gegeniiber Triosen haben als erste C. Newberg und Ferd. Blumen- 
thal (Verhandl. d. physiol. Ges. zu Berlin, 1904) bei Verfiitterung von 
Glycerose, des Gemisches der beiden Triosen, festgestellt. 

2 Zeitschr. f. Krebsforsch. 82, 220, 1930. 

3 Die Garungsmessung erfolgte nach der manometrischen Methode 
vén O. Warburg. Einzelheiten der Versuchsanordnung sind aus den friiheren 
Mitteilungen ersichtlich. DaB es sich bei der manometrisch gemessenen 
Saurebildung um Milchsiurebildung handelt, ist in der ersten und dritten 
Mitteilung dargelegt. 
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werden, zeigt sich in der Tatsache, da das Vorausschicken einer 
Aerobiose auch die Umsatzgeschwindigkeit zugesetzter Zucker auBer- 
ordentlich steigern kann. Dieser Effekt wird nur dann deutlich, wenn 
die Gaérungsintensitaét nach sofortigem Ersticken gering ist. Ist namlich, 
wie bei der Mehrzahl von Lebern ernahrter Tiere, die Garung in zucker- 
haltigem Medium bereits nach sofortigem Ersticken groB, und die 
Leergirung klein, so wird letztere durch das nachtriagliche Ersticken 
unvergleichlich weitgehender gesteigert als erstere, offenbar weil eine 
obere Grenze fiir die Garungsgesch windigkeit besteht, die in den Zucker- 
lésungen bereits nach sofortigem Ersticken fast erreicht ist. Die Mehr- 
garung in Zuckerlésung, der Garungswert nach Abzug der Leergarung, 
ist also nach nachtraglichem Ersticken sogar verringert.. Wenn auch 
nach den Ergebnissen der vorangegangenen Mitteilung! die Mehr- 
garung wahrscheinlich nicht die gesamte Milchséurebildung aus dem 
zugesetzten Zucker erfaBt, sondern letzterer wohl mehr oder minder 
vollstandig fiir die Gesamtgirung als Material dient, so bleibt doch 
die Steigerung der Mehrgairung das iiberzeugendste Merkmal dafiir, 
daB der bei der Aerobiose entstehende Faktor nicht nur die Vergarungs- 
geschwindigkeit der zelleigenen Zucker, sondern jedes vergairbaren 
Zuckers steigert. 


Lebern, bei denen eine bedeutende Mehrgarungssteigerung zu erzielen 
ist, finden sich nun, wie bereits in der dritten Mitteilung erwahnt, in den 



































a 7 Set — 
ad f “RY Leber einer ernahrten Ratte. (2 95 g.) 
Versuchsreihe vom 14. I. 1930. 
” an Mittlere Gitrungsintensitit in 
der ersten Versuchsstunde 2. 
4 — . Dauer der aeroben Vorperiode: 30’. (37,5°). 
Mehrgirung in Zuckerlésung schraffiert. 
0 RS ~ O = Ringerlisung (Cyg Hyco, = 2,6 10-? mol/l), 
Sy 7 a 3 
yt ohne Zuckerzusatz. 
‘ & Sy = 0, = Ringerlésung (CyaHco, = 2,6 10-2 mol/l), 
| . mit 0,1°/) Dioxyaceton. 
= F = Ringerlésung (CNaHCOs = 2,6 10-2 mol/1), 
o a + } mit 0,2°/) Fructose. 
Gl = Ringerlisung (CNaHCO, == 2,6 10-2 mol/1), 
¥ SX mit 0.1°/) Glycerinaldehyd. 
: Die Indizes 0» und N, geben an, ob die betreffenden 
Lésungen wihrend der Aerobiose oder wihrend 
é SY der Anaerobiose benutzt wurden. 
3. ae y4 4% J 
es ti hd 2 





























' 3. Mitteilung, 1. c. 
2 Die Messung beginnt 12’ nach Einhangen der Manometer in den 


Thermostaten (37,5°). 
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Wintermonaten haufig. Offenbar ist bei ihnen trotz des Ernihrtseins der 
Versuchstiere der Aktivatorgehalt des Gewebes ohne Vorausschicken einer 
\erobiose noch zu gering, um Fructose- und Dioxyacetonumsatz zu _ be- 
schleunigen, wahrend er zur Steigerung des Glycerinaldehydumsatzes 
bereits ausreicht. Aber es fehlt diesen Winterlebern nicht wie Hunger- 
lebern, bei denen die Intensitét der Zuckervergairung nach sofortigem und 
nach nachtraglichem Ersticken gleich niedrig bleibt, ein zur Aktivator- 
bildung wihrend der Aerobiose notwendiger Faktor. 

Das Ergebnis einer Versuchsreihe mit einer derartigen Winterleber 
zeigt Abb. 1. Die Mehrgarung in Dioxyacetonlésung wird von 0,6 auf 2,2, 
in Fructoselésung von 0,25 auf 5,75 gesteigert. Der Anstieg betrigt 
also 250 bzw. 2200°,. Der Mehrgirungswert im Glycerinaldehyd- 
versuch dagegen nimmt nicht zu. Dieser Befund beweist noch nicht 
das Fehlen eines Einflusses der Aerobiose auf die Geschwindigkeit des 
Glycerinaldehydumsatzes. Denn der Glycerinaldehydverbrauch ent- 
spricht nach sofortigem wie nach nachtraglichem Ersticken immer 
annahernd der Gesamtmilchsaéurebildung. Deren Intensitaét wird be- 
deutend gesteigert : Q*: fiir die ersten 10 Minuten erreicht nach nach- 
traglichem Ersticken sogar den auBerordentlich hohen Wert von 21 
gegen 12 nach sofortigem Ersticken. Lebern, bei denen auch ein er- 
heblicherer Mehrgarungsanstieg im Glycerinaldehydversuch nach- 
zuweisen war, fanden sich bisher nicht. Der Aktivatorgehalt ist offenbar 
stets beim Gewebe ernahrter Tiere bereits ohne Vorausschicken einer 
Aerobiose zur Erzielung einer fiir die betreffende Leber maximalen 
Umsatzgeschwindigkeit des Aldehyds ausreichend. Bei der Hunger- 
leber ist zwar, wie in der dritten Mitteilung gezeigt wurde, die Ge- 
schwindigkeit der Glycerinaldehydvergirung nach sofortigem Er- 
sticken gering; Vorausschicken einer Aerobiose bleibt aber hier ebenso 
wirkungslos wie bei der Spontan- und Fructosevergérung. Auch durch 
Abstufung der Hungerzeiten gelingt es nicht, Lebern zu erhalten, bei 
denen die Aldehydvergirung nach sofortigem Ersticken gering ist, 
Vorausschicken einer Aerobiose aber aktivierend wirkt, wie dies bei 
Winterlebern beziiglich der Fructosevergirung der Fall ist. 


Untersuchungen an Speicheldriisengewebe hatten gezeigt, dab 
zur Erzielung einer optimalen Wirkung der Aerobiose dem Medium 
tlucose zugesetzt werden muB!. Bei der Leber war die Bedeutung 
von Zuckergegenwart fiir die Wirksamkeit der Aerobiose nicht in 
Erscheinung getreten, solange nur Leergérung und Glucosevergirung 
untersucht wurde. Verwendet man dagegen als Zusatzzucker wie als 
Garsubstrat Fruchtzucker, der ja beim Lebergewebe beziiglich seiner 
Vergirbarkeit die Stelle der Glucose bei der Submaxillaris einnimmt, 
und prift seinen EinfluB auf die Mehrgirungssteigerung bei Winter- 


1 2. Mitteilung, 1. c. 
Biochemische Zeitschrift Band 233. 
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lebern, deren Eigenkohlenhydratgehalt wohl verhaltnismaBig gering 
ist, so wird auch bei diesem Organ die Bedeutung der Zuckergegenwart 
fiir die Wirksamkeit der Aerobiose deutlich. Abb. 2 gibt eine derartige 
Versuchsreihe wieder. Die Mehrgirung in Fructoselésung wird durch 
eine Aerobiose in zuckerfreiem Medium um 170 °,, durch eine Aerobiose 
bei Fructosegegenwart aber um 400°, gesteigert. Die Leergarung ist 
unter beiden Bedingungen gleich groB. 
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Letzteres ist meist, aber nicht stets der Fall. Auch Steigerung der 
spontanen Extragirung kommt vor. Es mag sein, da®8 bei Fructosegegen- 
wart zelleigenes Kohlenhydrat wahrend der Aerobiose gespart wird und 
deswegen die Girmaterialkonzentration in der folgenden Erstickung héher 
ist, oder daB bei verhailtnismaBig zuckerarmen Lebern die Wirkung der 
Aerobiose auf die Garungsaktivierung, also die Aktivatorbildung, ohne 
Fructosezusatz noch nicht maximal ist; schlieBlich kénnten sich auch 
beide méglichen Wirkungen des Fructosezusatzes kombinieren. Jedenfalls 
wird die Leergirung immer verhialtnismaBig geringer gesteigert als die 
Garung in Fructoselésung. Abb. 3 zeigt eine derartige Versuchsreihe. 

’ Die Steigerung der garungsaktivierenden Wirkung der Aerobiose 
durch Fructosezusatz bei Lebern, die noch iiber zelleigenen Zucker 
verfiigen, konnte auch auf der leichteren Vergirbarkeit der Fructose 
beruhen. Da Glycerinaldehyd dem Fruchtzucker in dieser Beziehung 
noch iiberlegen ist, war dies auch beziiglich der girungsaktivierenden 
Wirkung méglich. Die zum Nachweis einer derartigen Glycerinaldehyd- 
wirkung angesetzten Versuche bestatigten aber diese Auffassung nicht. 
In der in Abb. 3 dargestellten Versuchsreihe ist die Intensitat der 
Fructosevergarung nach einer Aerobiose in Glycerinaldehydlésung 
nicht gréBer als nach einer Aerobiose in zuckerfreiem Medium (vg. 
Versuch Gl FN: und 0°: FN2); in anderen Versuchsreihen, in 
denen allerdings auch die garungssteigernde Wirkung des Fructose- 
zusatzes nicht so deutlich hervortrat, hatte Glycerinaldehyd etwa die 
gleiche Wirkung wie Fructose. Es ist also méglich, daB die Vergarbar- 
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keit allein noch nicht die Geeignetheit eines Zuckers fiir die Aktivator- 
bildung entscheidet. Es miBten zur Priifung dieser Frage zunachst 
Zuckerarten untersucht werden, die gleich schnell veratmet aber un- 
gleich schnell vergoren werden, und ihr Verhalten mit Zuckern, die 
sich entgegengesetzt verhalten, verglichen werden. Doch ist Leber- 
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Abb. 3. 


Leber einer ernihrten Ratte. 
(4 118 g.) 


Versuchsreihe vom 23. I. 1930. 


Mittlere Girungsintensitét in 
der ersten Versuchsstunde. 





Mehrgiirung in Zuckerlisung 
schraffiert. 





Bezeichnungen wie in Abb. 1. 








1 yy by -a4 
yews vert) ye pee 












































gewebe fiir derartige Versuche nicht geeignet, weil Zuckerzusatz iiber- 
haupt nur bei einer geringen Anzahl von Lebern die Garungsaktivierung 
steigert!. 


Dagegen scheint Hirnrinde fiir diese Versuche geeignet. Nach 
Versuchen von Lébel? betrigt bei diesem Gewebe die Intensitaét der 
Fructosevergarung nur ein Zehntel der Geschwindigkeit der Glucose- 
spaltung, wahrend die Atmung bei Gegenwart dieser beiden Hexosen 
gleich groB und — wenigstens bei langeren Versuchszeiten — griBer 


1 Es sei noch bemerkt, da8 bei der Leber aus der Bilanz des aeroben 
Stoffwechsels in verschiedenen Medien kein SchluB auf die garungssteigernde 
Wirkung der Aerobiose gezogen werden kann. Bei Fructosegegenwart ist 
die Atmung anfangs meist etwas gréBer als in Medien ohne Zuckerzusatz 
und auBerdem anfangs stets eine aerobe Girung vorhanden. Im Glycerin- 
aldehydversuch ist die Atmung geringer als im Leerversuch. Ferner ist 
bei Gegenwart des Aldehyds stets eine erhebliche aerobe Saurebildung 
nachzuweisen. Es ist also weder die Intensitit der Atmung noch der aeroben 
Garung fiir die Wirksamkeit der Aerobiose entscheidend. 

2 Diese Zeitschr 161, 219, 1925. 
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als ohne Zuckerzusatz ist. Doch wird, wie ich mich iiberzeugte, di: 
atmungssteigernde Wirkung dieser Zucker auch schon bei halbstiindigen 
Messungszeiten, also den hier iiblichen Aktivierungszeiten deutlich 
Auf die Tatsache, daB bei der Hirnrinde die anaerobe Glucosevergarung 
nach einer aeroben Vorperiode gesteigert ist, bin ich von Herrn Dr. 
Mendel aufmerksam gemacht worden. 

Die Mittelwerte aus drei Versuchsreihen mit Hirnrinde sind in 
Abb. 4 wiedergegeben. Die Geschwindigkeit der Glucosevergirung 
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ist nach einer Aerobiose in Glucoselésung um 40°, nach einer 
Aerobiose in Fructoselésung aber nur um 20°, gesteigert. Eine 
Aerobiose in zuckerfreiem Medium setzt die Garungsintensitaét um 
40%, herab. 


Diese Herabsetzung der Garungsintensitaét schwindet bei der Hirn- 
rinde im Gegensatz zur Submaxillaris nicht wieder, wenn eine zweite gleich 
lange aerobe Vorperiode bei Glucosegegenwart an die erste Aerobiose an- 
geschlossen wird. Die Herabsetzung der Garungsintensitat findet sich bei 
Hirnrinde stets, falls nach sofortigem Ersticken bereits Q'?-Werte von 
etwa 20 zu beobachten sind. Ist QY dagegen etwa 10, so bleibt die Garungs- 
intensitét nach einer Aerobiose ohne Zuckerzusatz fast unverandert, 
wahrend die prozentigen Extragérungswerte nach Vorbehandlung mit 
Zuckerlésungen bei derartigen Gehirnen dann erheblich gréBer aus- 
fallen. Hirnrinde ist also sehr haufig schon von vornherein fast maximal 


aktiviert. 
Die gleiche Wirkungsfolge von Fructose- und Glucosezusatz auf 
das AusmaB der Aktivierung wahrend der Aerobiose findet sich auber 
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bei Hirnrinde auch bei Speicheldriisengewebe (Abb. 5). Aber es ist hier 
bei kurzen Versuchszeiten keine Atmungssteigerung bei Zuckerzusatz 
zu bemerken, so daB iiber die Oxydationsgeschwindigkeit der beiden 
Hexosen keine Aussage gemacht werden kann. 
Lrsticht 
Leck ractraale 


T 
v Abb. 5. 


Submaxillaris der Ratte. 
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Die Intensitaét der Fructosevergirung ist sehr niedrig und iibertrifft 
die Leergirung nur wenig. Der Unterschied in der Wirkung von Fructose 
und Glucose auf die Garungsaktivierung ist hier anscheinend gréBer als 
bei der Hirnrinde. Doch bestehen bei den Einzelwerten in dieser Hinsicht 
erhebliche Differenzen. Nur die Wirkungsfolge bleibt stets gewahrt. Da 
Speicheldriisengewebe recht unhomogen zusammengesetzt ist, bleibt es 
zweifelhaft, ob die genannten Differenzen auf verschiedenem Verhalten 
der fiir die jeweilige Versuchsreihe benutzten Organe oder auf qualitativen 
Unterschieden in der geweblichen Zusammensetzung der fiir die jeweiligen 
Parallelbestimmungen benutzten Gewebeschnitte beruhen!. 

Es geht also aus diesen orientierenden Versuchen hervor, dab 
bei den Hexosen die Wirksamkeit auf das AusmaB der Aktivator- 
bildung ihrer Vergarbarkeit zu entsprechen scheint. Wenn bei der 
Leber Glycerinaldehyd eine seiner leichten Vergirbarkeit entsprechende 
Wirkung auf die Garungsaktivierung vermissen laBt, so kénnte dies 
z. B. darauf beruhen, daB sein Abbau unter aeroben Verhaltnissen in 
anderer Richtung verliuft als bei SauerstoffabschluB, wahrend bei 
den Hexosen eine derartige Scheidung der Abbauwege nicht besteht. 
Der Mechanismus des aeroben Zuckerabbaus ist ja noch wenig geklart. 

Es seien die Ergebnisse dieses Abschnittes nochmals zusammen- 
gefaBt: Es wurde nach Beweisen dafiir gesucht, daB die spontane Extra- 
garung nach nachtraglichem Ersticken und der schnellere Umsatz 
gewisser Zuckerarten nach sofortigem Ersticken beim Lebergewebe 
ernahrter Ratten durch den gleichen als Garungsaktivator bezeichneten 
Faktor verursacht werden. Um dies iiberhaupt annehmen zu kénnen, 
war vorausgesetzt worden, daB das kérperfrische Gewebe bei ernahrten 


1 Vgl. O. Rosenthal u. A. Lasnitzki, diese Zeitschr. 196, 340, 1928, und 
zwar §8. 372. 
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Tieren im allgemeinen bereits soviel Aktivator enthalt, wie fiir eine 
schnelle Vergirung gewisser leicht vergirbarer Zuckerarten geniigt, 
nicht-:aber der schwerer vergirbaren zelleigenen Zucker. Um deren 
Vergarung zu beschleunigen, muB der Aktivatorgehalt des Gewebes 
vorerst durch Vorausschicken einer Aerobiose erhéht werden. Der 
Beweis dafiir, daB dieser Aktivator, der unter aeroben Bedingungen 
entstehen kann, sowohl die Geschwindigkeit der spontanen Milchsaure- 
bildung als auch der Vergairung zugesetzter Zucker bestimmt, wurde 
fir den Fructose- und Dioxyacetonumsatz in der weitgehenden 
Steigerung der Vergaérungsgeschwindigkeit durch Vorausschicken einer 
Aerobiose gefunden bei Lebern, wo die Garungsintensitat nach sofortigem 
Ersticken gering war, der Aktivatorgehalt des kérperfrischen Gewebes 
also nicht geniigte. Da Lebern, die nach sofortigem Ersticken Glycerin- 
aldehyd nur langsam vergiren, trotzdem aber aktivierbar sind, sich 
nicht finden, so ist die Steigerung der Glycerinaldehydvergarung durch 
Vorausschicken einer Aerobiose nicht wie bei Fructose und Dioxy- 
aceton ohne weiteres ersichtlich; das Bestehen einer Aerobiose-, also 
einer Aktivatorwirkung ist aber auch fiir den Umsatz dieser Triose 
wahrscheinlich, weil die Gesamtmilchsaéurebildung in Glycerinaldehyd- 
lésung nach nachtraglichem Ersticken erheblich gesteigert sein kann 
und — nach den Ergebnissen der dritten Mitteilung — der Glycerin- 
aldehydverbrauch stets annihernd der Gesamtmilchsaurebildung ent- 
spricht. 

Die Beschleunigung der Vergarung gewisser zugesetzter Zucker- 
arten nach nachtraglichem Ersticken des Gewebes zeigte, daB der 
Garungsaktivatorgehalt des Gewebes die Umsatzgeschwindigkeit jedes 
vergirbaren Zuckers bestimmt. Die Méglichkeit, durch Zusatz eines 
vergirbaren Zuckers auch bei der Leber diese Wirkung der Aerobiose 
bigweilen noch zu steigern, wie dies bei Submaxillaris und Hirnrinde 
stets der Fall ist, wies darauf hin, daB im Mechanismus der Aktivator- 
bildung bei verschiedenen Geweben Ubereinstimmung besteht. Dagegen 
ist die Vergarbarkeit und die Wirksamkeit der Zuckerarten auf das 
AusmaB der Aktivatorbildung, die offenbar zum Teil von der Vergiir- 
barkeit abhangt, bei den einzelnen Geweben verschieden. 

Die Tatsache, daB beim Lebergewebe die Intensitat der Vergarung 
von Fructose, Glycerinaldehyd und Dioxyaceton haufig bereits nach 
sofortigem Ersticken groB ist und in diesem Fall durch Vorausschicken 
einer Aerobiose nur wenig oder gar nicht gesteigert wird — ein Befund, 
der anfangs an Unterschiede im Mechanismus der spontanen Extragarung 
und der Vergérung der genannten Zuckerarten denken lieB —, ist nicht 
spezifisch fiir Lebergewebe oder die genannten Zuckerarten. Denn eine 
analoge Erscheinung zeigt sich bei der Untersuchung der Extragérung 
von Hirnrinde, bei der Glucose die wirksamste Zuckerart darstellt. 
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Beziehungen zwischen Extragérung und Zuckervergarung bei der Leber. 71 


Ill. Kinetik der Zuckervergirung. 


Kin charakteristisches Merkmal der spontanen Extragaérung nach 
nachtraglichem Ersticken bildet der zeitliche Verlauf der Milchsaure- 
bildung: die Garung, die mit groBer Geschwindigkeit einsetzt, fallt 
bereits innerhalb der ersten Versuchsstunde schroff ab, um schlieBlich 
innerhalb der zweiten Versuchsstunde in eine Periode geringer, aber 
fiir lingere Zeiten annahernd konstanter Geschwindigkeit iiberzugehen!. 
Es lie8 sich bei der Spontanmilchsaurebildung nicht entscheiden, ob 
und inwieweit dieser Geschwindigkeitsabfall durch ein Absinken des 
Garvermégens oder durch einen Aufbrauch der zelleigenen Kohlen- 
hydrate, also des Garmaterials, bedingt wird. 
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Abb. 6. 


Der Abfall der Girgeschwindigkeit nach sofortigem und nach nachtriglichem Ersticken. 
Lebern ern&hrter Ratten. Mittlere Garungsintensitaét in den einzelnen Ablesungsintervallen. 
Ablesungsintervalle: In der ersten Stunde 10’, in der zweiten Stunde 20’. 


Mittelwerte aus 13 Versuchsreihen, in denen die absolute Mehrgirung in Fructoselisung griiber 
als 1 war. Bezeichnungen wie in Abb. 1. 








Diese Frage, inwieweit das Absinken der Substratkonzentration 
fir den Garungsabfall verantwortlich zu machen sei, konnte bei der 
Fruchtzuckervergarung gepriift werden. Abb. 6 zeigt den Abfall der 
Garungsgeschwindigkeit nach sofortigem und nach nachtraglichem 
Ersticken mit und ohne Fruchtzuckerzusatz. Die Werte sind Mittel- 
werte aus 13 Versuchsreihen. Nach sofortigem Ersticken setzt bei 


1 1. Mitteilung, 1. c. 
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Fructosegegenwart der Geschwindigkeitsabfall nicht ganz so schrof{ 
ein wie im Leerversuch. Nach 2 Stunden ist die Garungsgesch windigkeit 
aber doch um etwa 75°, abgesunken. Selbst wenn man annimmt, 
daB die gesamte entstehende Milchséiure nur aus dem Fruchtzucker 
gebildet wird, berechnet sich in einzelnen Versuchen nur eine maximale 
Abnahme der Fruchtzuckerkonzentration von etwa 20°, meistens 
aber eine bedeutend geringere. Dabei fanden sich die gréBten Geschwin- 
digkeitsabnahmen haufig nicht in den Versuchen, in denen sich nach 
der Milchsiurebildung ein besonders groBer Substratverbrauch be- 
rechnete. Uberdies beginnt der Abfall der Garungsgeschwindigkeit 
schon zu Zeiten einzusetzen, wo sich die Fruchtzuckerkonzentration erst 
um wenige Prozent geindert haben kann. Noch deutlicher geht die 
Tatsache, daB der Geschwindigkeitsabfall durch eine Abnahme des Gar- 
vermégens verursacht wird, aus dem Verhalten des nachtraglich er- 
stickten Gewebes hervor. Der Geschwindigkeitsabfall erfolgt hier mit 
und ohne Zuckerzusatz gleich schroff, obgleich die Mehrbildung an 
Milchsaure im Zusatzversuch gar nicht viel starker ist als im Leerversuch 
und ja im Fructoseversuch auBer dem zelleigenen Zucker noch Frucht- 
zucker als Garmaterial zur Verfiigung steht. 

Zu bemerken ist, daB gegen Ende der zweiten Versuchsstunde, 
also nach Beendigung des Girabfalls, die Geschwindigkeit in den 
jeweiligen gleich und nachtriaglich erstickten Versuchen gleich grof 
ist, und daB sie dann etwa die bei Hungertieren fiir Leer- und Fructose- 
vergirung iiblichen Werte zeigt. Die Steigerung der Géarungs- 
geschwindigkeit durch das Vorausschicken einer Aerobiose und die 
schnellere Vergirung des Fruchtzuckers beim ernahrten Tier nach 
sofortigem Ersticken betrifft also nur die erste Garphase. 

Wenn wir annehmen, daB die Geschwindigkeit der Milchséure- 
bildung in erster Linie durch den Aktivatorgehalt des Gewebes bestimmt 
wird, muB aus dem beobachteten Garverlauf geschlossen werden, dab 
der Aktivatorgehalt des Gewebes waihrend der Anaerobiose absinkt, 
sei es, daB der Aktivator beim Zuckerumsatz oder in anderen Reaktionen 
verbraucht wird, seies, daB er aus den Gewebeschnitten hinausdiffundiert ; 
schlieBlich kénnten sich beide Vorginge kombinieren. Die Méglichkeit 
einer Diffusion des Aktivators geht aus der Beobachtung hervor, dab 
die Extragéirung im allgemeinen bei denjenigen Gewebeportionen 
geringer ausfallt, die waihrend der Aerobiose im gréBeren Fliissigkeits- 
volumen suspendiert waren. DaB es unter aeroben Bedingungen trotz 
der Diffusion zu einer Aktivatoranreicherung kommen kann, mag 
darauf beruhen, daB die Geschwindigkeit der Aktivatorbildung die 
Diffusionsgeschwindigkeit iibersteigt und iiberdies auch den Aktivator- 
verbrauch kompensiert, falls ein solcher unter aeroben Bedingungen 
stattfindet. 
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Es fragt sich nun, ob die wahrend der Anaerobiose erfolgende 
Inaktivierung durch Einschalten einer erneuten Aerobiose wieder 
aufgehoben werden kann, ob also die Fahigkeit des Gewebes zur Akti- 
vatorbildung erhalten bleibt. Dies ist nicht der Fall. Wird die Anaero- 
biose durch eine aerobe Versuchsperiode unterbrochen, so ist nach 
erneutem Ersticken die Géarungsgeschwindigkeit etwa ebenso groB 
wie unmittelbar vor dieser zweiten Aerobiose, wihrend im Parallel- 
versuch, bei dem die Erstickung nicht unterbrochen wurde, die Girungs- 
geschwindigkeit schon weiter abgefallen ist. Durch das Einschalten 
der Aerobiose wird zwar das Fortschreiten der Inaktivierung, also 
offenbar des Aktivatorverbrauchs unterbrochen; zu einer erneuten 
Aktivatorbildung kommt es aber nicht. 

Entsprechende Ergebnisse, wie sie fiir die Fructosevergarung 
gezeigt wurden, gelten auch fiir den Dioxyaceton- und Glycerinaldehyd- 
umsatz. 

Die einzige Méglichkeit, die Inaktivierung aufzuhalten, besteht, 
wenigstens beim Fruchtzucker, in der Erhéhung der Substratkonzentra- 
tion. Priift man namlich die Abhangigkeit der Garungsgeschwindigkeit 
von der Fructosekonzentration, so zeigt sich, daB erstens die Garungs- 
geschwindigkeit bei Erhéhung der Zuckerkonzentration erst rasch, 
dann langsamer ansteigt, um bei etwa 1,5 °,, Fruchtzucker ihr Maximum 
zu erreichen, und dai zweitens auBer dem Anstieg der Géarungs- 
geschwindigkeit oberhalb einer Zuckerkonzentration von 0,4 bis 0,6 °%, 
die Garungsgeschwindigkeit innerhalb von zwei Beobachtungsstunden 
fast konstant bleibt. 

In Tabelle I sind die Ergebnisse von 12 Versuchsreihen zusammen- 
gestellt, die die Wirkung einer Erhéhung der Substratkonzentration 
auf Intensitat und zeitlichen Verlauf der Zuckervergirung demon- 
strieren sollen. Man ersieht aus ihnen, daB nicht bei jeder Leber beide 
Wirkungen der Zuckerkonzentrationserhéhung nebeneinander in Er- 
scheinung treten. 

In Versuchsreihe 4 bleibt ausnahmsweise die Geschwindigkeit 
der Garung bei allen Fructosekonzentrationen und auch im Leer- 
versuch fast konstant, und es zeigt sich nur der Anstieg der Girungs- 
gesch windigkeit bei steigender Fructosekonzentration. Auch in Versuchs- 
reihe 5, bei Verwendung einer Leber, die der geringen Mehrgirung 
nach wohl den Winterlebern zuzurechnen ist, zeigt sich nur letztere 
Wirkung. Hier findet sich aber zum Unterschied von Versuchsreihe 4 
bei allen Fructosekonzentrationen ein groBer Giarungsabfall. Ent- 
sprechendes gilt auch fiir Hungerlebern; nur ist die Garungsintensitit 
bei diesen noch geringer. Bemerkt sei, daB bei Hungerlebern selbst 
durch eine Aerobiose bei optimaler Fructosekonzentration keine wesent- 
liche Steigerung der Mehrgarung zu erzielen ist. 
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Beziehungen zwischen Extragérung und Zuckervergiarung bei der Leber. 


Bei anderen Lebern wiederum ist der Anstieg der Garungsintensitiit 
weniger ausgeprigt, und es findet sich nur die relative Geschwindigkeits- 
konstanz bei héheren Fructosekonzentrationen. In den Versuchsreihen 8 
bis 12 sind die Q\?-Werte nach 10 Minuten in den jeweiligen Parallel- 


bestimmungen nicht wesentlich verschieden. Betreffs der gefundenen 
Unterschiede ist zu bedenken, daB die 10-Minuten-Werte nur der GréBen- 
ordnung nach zu verwerten sind, da sie aus dem Ergebnis nur einer Ab- 
lesung berechnet sind und ihre Genauigkeit deswegen nicht sehr gro sein 
kann. Bei den Versuchsreihen 8 und 10 bis 12 fallt auf, daB die Anfangs- 
geschwindigkeit der Leergarung sehr bedeutend ist. Es handelt sich bei 
diesen Lebern um die in den friiheren Mitteilungen besprochenen ,,atypi- 
schen“‘, die bereits ohne Vorausschicken einer Aerobiose teilweise aktiviert 
sind. Es ist méglich, daB die Gairungsgeschwindigkeit bei einer desto ge- 
ringeren Zuckerkonzentration ihr Maximum erreicht, je gr6Ber das AusmaB 
der Aktivierung des Gewebes ist. Um diese Méglichkeit zu priifen, miiBte 
noch der EinfluB der Zuckerkonzentration auf ‘die Geschwindigkeit der 
Géirung nach nachtriglichem Ersticken untersucht werden. 


Zur Verdeutlichung der bei den iibrigen Lebern sich zeigenden 
Beziehungen zwischen Garungsgeschwindigkeit und Zuckerkonzentra- 
tion ist in Abb.7 fiir Versuchsreihe 6 der Mehrgirungsanstieg als 
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Abb. 7. 


Der Mehrgirungsanstieg bei steigender Fructosekonzentration. 
Versuchsreihe 6 der Tabelle I. 


Funktion der Fructosekonzentration graphisch dargestellt. Diese 
Versuchsreihe ist hierfiir geeignet, weil in keinem Einzelversuch die 
mittlere Garungsintensitét in der ersten Versuchsstunde erheblich von 
der Anfangsgeschwindigkeit abweicht und, wie schon betont, die 
Stundenwerte genauer sind als die 10-Minuten-Werte. Wie man aus 
der Abbildung ersieht, ist das Mehrgirungsmaximum etwa bei 1,5°,, 
Fructose erreicht. Der Anstieg erfolgt in dem untersuchten Konzentra- 
tionsbereich annahernd proportional dem Logarithmus der Fructose- 
konzentration. 

Bei anderen Versuchsreihen zeigt der Garungsanstieg UnregelmaBig- 
keiten. So ist in Reihe 1 und 2 der Unterschied in der Girungsgesch windig- 
keit zwischen 0,1 und 0,2 ° Fructose nur sehr gering. Dies ist wahrscheinlich 
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dadurch zu erkliren, daB die Unterschiede im Garvermégen, die sich stets 
bei verschiedenen Gewebeportionen des gleichen Organs finden, bei ge- 
ringen Mehrgirungswerten am starksten ins Gewicht fallen. 

Der EinfluB der Substratkonzentration auf die Garungsgesch windig- 
keit wurde in einigen Versuchsreihen auBer fiir Fructose auch fiir 
Glucose und Glycerinaldehyd untersucht. Die Garungsintensitét in 
Glucoselésung (Versuchsreihen 3, 8, 9) ist bei allen Zuckerkonzentra- 
tionen niedrig. Die Garung ist teils unerheblich gréBer, teils sogar 
geringer als die Leergirung. Die Unterschiede in der Vergirbarkeit 
von Fructose und Glucose treten bei Verwendung hoher Zuckerkonzen- 
tration besonders deutlich in Erscheinung. Die Versuche wurden auch 
zum Teil deswegen ausgefiihrt, um zu priifen, ob eine der Wirkungen 
der Erhéhung der Fructosekonzentration auf die Garung durch die 
Erhéhung des osmotischen Druckes hervorgerufen ware. Denn die 
Zucker wurden stets in der isotonen Ringerlésung gelést. Fir 1,6°, 
Hexose wiirde sich eine Gefrierpunktsdepression von 0,72 statt 0,56° 
berechnen. Doch findet sich in den aquimolaren Glucoselésungen 
keine der in den Fructoselésungen beobachteten Wirkungen. 

Beim Glycerinaldehyd sind bei Verwendung héherer Konzentrationen 
nicht wie bei Fructose gréBere Garungsintensitéten und Geschwindig- 
keitskonstanz zu beobachten, sondern die Géarungsintensitat wird 
geringer und der prozentische Garungsabfall eher gréBer als bei ge- 
ringeren Substratkonzentrationen. Ob das Maximum der Garungs- 
intensitat erst bei 0,1 °, Glycerinaldehyd liegt oder ob das Konzentra- 
tionsoptimum breiter ist und bereits bei niedrigeren Konzentrationen 
beginnt, wird wohl wie bei der Fructose davon abhangen, in welchem 
AusmaB das Lebergewebe aktiviert ist. 

Von den beiden in der Tabelle I wiedergegebenen Versuchsreihen, 
die sich mit dem EinfluB niedriger Glycerinaldehydkonzentrationen 
auf die Garungsintensitét beschaftigen, beginnt das Konzentrations- 
optimum — bei Beriicksichtigung der Anfangsgeschwindigkeiten — 
in Reihe 11 bereits bei 0,025 °,,, wihrend in Reihe 12 das Geschwindig- 
keitsmaximum zwar erst bei 0,1 °/, voll erreicht wird, der Anstieg aber 
zwischen 0,025 und 0,1 °, nicht mehr sehr bedeutend ist. Beide Lebern 
gehéren aber, wie oben erwahnt, zu den ,,teilweise aktivierten. Bei 
der Fructosevergirung im aquimolaren Konzentrationsbereich finden 
sich analoge Verhaltnisse. Es ist nicht ausgeschlossen, daB bei Lebern, 
bei denen der Anstieg der Garungsgeschwindigkeit mit der Fructose- 
konzentration steiler verlauft, auch beim Glycerinaldehydumsatz — 
wenigstens bei Konzentrationen bis 0,1°, — das gleiche Verhalten 
aufzuweisen ist. 

Bei der weitgehenden Unabhangigkeit der Garungsintensitat von 
der Substratkonzentration in Versuchsreihe 11 muB® der erhebliche 
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Gaérungsabfall, der bei allen Glycerinaldehydkonzentrationen fest- 
zustellen ist, auf ein Absinken des Garvermoégens zuriickgefiihrt werden. 
In Abb. 8 ist der zeitliche Abfall der Garungsgeschwindigkeit in den 


2s 

















Abb. 8. 

Der Abfall der Girgeschwindigkeit bei verschiedenen Zuckerkonzentrationen. 
Gurung nach sofortigem Ersticken. Versuchsreihe 11 der Tabelle I. 
Zugesetzte Zuckerarten: F = Fructose, Gl = Glycerinaldehyd. 
Indizes: Zuckerkonzentrationen in g/Liter. 


einzelnen Versuchen dieser Reihe graphisch dargestellt. Aus der Gesamt- 
sdurebildung wahrend der Versuchszeit berechnet sich in den Glycerin- 
aldehydversuchen eine maximale Substratabnahme von 100°, fiir 
Gy 95, 68%, fiir Glo 5, 39% fiir Gl, und 21 %, fiir Gl,. Die entsprechenden 
Abnahmen der Garungsgeschwindigkeit betragen 92, 88, 82, 72°. In 
Gly; ist der Girabfall durch den Substratschwund erklirbar, nicht 
aber in Gl,. Dieser nicht durch den Substratschwund erklarbare Gar- 
abfall beimGlycerinaldehydumsatz entspricht also ganz den Befunden 
bei der Fructosevergirung bei Konzentrationen bis zu 0,2 %. 

Die in Abb. 8 wiedergegebenen Fructoseversuche der gleichen Versuchs- 
reihe demonstrieren noch einmal dies Verhalten. Der Abfall der Fructose- 
konzentration berechnet sich fiir F, zu 17°, fiir F, und F, zu 12,5°%,. Der 
Garabfall zwischen der ersten und der letzten Ablesung betrigt fiir F, 90 °,, 
fiir F, 75% und fiir F, 14%. Die Garungsgeschwindigkeit liegt in F, nach 
60 Minuten, bei einer Substratabnahme von etwa 10°,, schon erheblich 
unter der Anfangsgairgeschwindigkeit bei der halben Zuckerkonzentration. 
In F, fallt die Garungsgeschwindigkeit nicht stirker ab, als es nach dem 
Absinken der Fructose und Bicarbonatkonzentration (letztere sinkt um 
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etwa 20°.) zu erwarten ist. Das Einsetzen der Inaktivierung wird also bei 
der héheren Fructosekonzentration verhindert oder aufgehalten. Dal 
beim Glycerinaldehyd kein Konzentrationsbereich festzustellen ist, in dem 
die Girungsgeschwindigkeit konstant ist, kénnte einerseits auf einer Gift 
wirkung héherer Konzentration beruhen. Fiir eine derartige Wirkung 
sprechen die niedrigen Garungsintensitéten oberhalb von 0,2°, Glycerin 
aldehyd. Andererseits besteht auch die Méglichkeit, daB ebenso wie fiir 
die Aktivierungssteigerung wahrend der Aerobiose auch fiir die Inakti 
vierungshemmung wahrend der Anaerobiose nicht jeder vergirbare Zucker 
geeignet ist. 

Den Einflu8 der Substratkonzentration auf den Umsatz der dritten 
vergirbaren Zuckerart, des Dioxyacetons, konnte ich bisher nicht priifen. 

Zusammengefapt sind die Ergebnisse des Abschnitts III folgende: 
Der fiir die spontane Extragairung nach nachtraglichem Ersticken 
charakteristische Garverlauf — schroffer Abfall der Gargeschwindigkeit 
innerhalb der ersten Versuchsstunde, auf den eine Periode geringer, 
aber konstanter Geschwindigkeit folgt — findet sich auch bei der 
Vergirung zugesetzter Zuckerarten nach sofortigem Ersticken, ohne 
daB in letzterem Falle wie bei der Leergirung der Verbrauch des Gar- 
materials hierfiir verantwortlich gemacht werden kénnte. Denn die 
Anderung der Garungsintensitaét, die man bei Variation der Zucker- 
konzentration findet, ist weitaus geringer als der Garungsabfall, der 
sich im Verlauf der Anaerobiose bei geringer Substratkonzentrations- 
anderung einstellt. Dieses gleichsinnige Verhalten von Spontangarung 
und Vergéirung zugesetzter Zucker stellt eine weitere Stiitze fiir die 
Behauptung dar, dab die Intensitat beider Vorgange durch den gleichen 
Faktor bestimmt wird: den sich: unter aeroben Bedingungen bei Gegen- 
wart eines vergirbaren Zuckers bildenden Garungsaktivator. 

Ist einmal bei Leergérung oder Zuckervergarung eine Inaktivierung 
wahrend der Erstickung eingetreten, so ist diese nicht wieder durch 
eine erneute Aerobiose aufzuheben. Dagegen gelingt es, bei der Fructose- 
vergirung die wahrend der Erstickung erfolgende Inaktivierung aui- 
zuhalten, und zwar durch Erhéhung der Substratkonzentration. Ober- 
halb einer Konzentration von 0,4 bis 0,6 °, Fructose wird die Garungs- 
geschwindigkeit fiir langere Zeit konstant. AuBerdem zeigt sich noch, 
daB die Garungsgeschwindigkeit bis zu einer Fructosekonzentration 
von etwa 1,5°, ansteigt. Die inaktivierungshemmende Wirkung 
héherer Fructosekonzentrationen fehlt bei Hungerlebern und diesen 
beziiglich ihres Garvermégens nahestehenden Lebern ernadhrter Tiere. 

Worauf diese Wirkung der Fructoseerhéhung beruht, ob ein etwaiger 
Aktivatorverbrauch aufgehoben wird oder ob die Fahigkeit, Aktivator zu 


1 Ob bei Hirnrinde und Submaxillaris, die beziiglich der Extragarung 
der Leber nahestehen, auch entsprechende Beziehungen zwischen Substrat- 
konzentration einerseits und Verlauf der Garung andererseits bestehen, 
ist bisher nicht untersucht. 
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bilden, erhalten bleibt und in der Anaerobiose auch Aktivatorbildung 
erfolgt', schlieBlich ob und welcher Zusammenhang zwischen der Garungs- 
intensitatszunahme und der Inaktivierungshemmung besteht, kann ebenso 
wenig wie die Frage entschieden werden, ob der Garungsaktivator der 
einzige die Géarungsintensitaét bestimmende Faktor ist, ehe nicht dieser 
wahrend der Aerobiose entstehende Faktor festgestellt ist ?. 


IV. Einflu8 von Kalium und Calcium auf die Zuckervergirung. 


Zu den Bedingungen zum Zustandekommen der Géarungs- 
aktivierung wahrend der Aerobiose gehért das Vorhandensein von 
Kalium und Calcium in der Suspensionsfliissigkeit*®. In einer bicarbonat- 
haltigen Kochsalzlésung tritt keine Garungsaktivierung ein oder das 
AusmaB der Aktivierung ist verringert. Diese Aktivierungshemmung 
wird durch Zusatz der fehlenden Kationen und Fortsetzung der Aerobiose 
wieder aufgehoben, bleibt also reversibel. Fiir die volle Wirksamkeit 
der Aerobiose ist die Anwesenheit beider Kationen notwendig. Kalium 
und Calcium wirken gleichsinnig, Fortfall von Calcium hemmt starker 
als Fortfall von Kalium. 

In Anlehnung an eine Hypothese von A. Lasnitzki* iiber die Wirkung 
von Kalium und Calcium auf die Glucosevergirung durch Tumorgewebe 
wurde an die Méglichkeit® gedacht, daB Kalium als garungsférderndes 
Kation die Aktivatorbildung férdert, da letztere wegen ihrer Abhangigkeit 
von der Gegenwart vergirbarer Zucker mit einem Garungsvorgang ver- 
kniipft sein konnte. Calcium sollte die Permeabilitaét der Zellmembranen 
fiir den Aktivator herabsetzen und so seine Anreicherung erméglichen. 
Da Calcium nach Untersuchungen von Lasnitzki auch die Permeabilitit 
fiir Kalium erniedrigt, konnte es durch Verhinderung einer Abdiffusion des 
zelleigenen Kaliums auch indirekt zur Aktivatorbildung beitragen. 


In den vorangegangenen Abschnitten dieser Arbeit ist die Ansicht 
begriindet worden, daB der gleiche Garungsaktivator, der die Extra- 
girung nach nachtraglichem Ersticken hervorruft, auch die gréBere 
Intensitat der Zuckervergirung nach sofortigem Ersticken beim er- 


1 Diese Méglichkeit wurde in Zeitschr. f. Krebsforsch. (1. c.) erértert. 

2 Mendel, Bauch u. Strelitz berichten in der Klin. Wochenschr. 10, 
118, 1931, daB Brenztraubensiure die Milchsiuregirung von Lebergewebe 
um einige 100°, zu steigern vermag, und da8 Brenztraubenséure von 
Tumorschnitten unter aeroben Bedingungen in erheblichen Mengen gebildet 
wird. Wie aus eigenen wahrend Drucklegung dieser Arbeit ausgefiihrten 
Versuchen hervorgeht, vermag Bienztraubenséiure nur beim Lebergewebe 
ernihrter Tiere Leer- und Fructosevergirung wesentlich zu steigern und 
nur bei solchen Lebern, bei denen auch die Aerobiose wirksam ist. Es 
wird auf die Brenztraubensaéurewirkung und ihre Bedeutung fiir die hier 
betrachteten Aktivierungserscheinungen in einer folgenden Mitteilung 
néher eingegangen werden. 

3 Vgl. 1. und 2. Mitteilung. 

4 Zeitschr. f. Krebsforsch. 27, 115, 1928. 

5 Eingehender in der Zeitschr. f. Krebsforsch. 82, 220, 1930 erértert. 
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nahrten Tier verursacht. Da das Fortlassen von Kalium und Calcium 
wahrend der Anaerobiose die Intensitét der Extragarung nach nach- 
triglichem Ersticken nur unwesentlich beeinfluBt, ware das gleiche 
auch fiir die Zuckervergirung nach sofortigem Ersticken zu erwarten, 
falls ihre Intensitat allein durch den Gehalt des Gewebes an vorgebildetem 
Aktivator gegeben ist. 

Wie die in Tabelle Il wiedergegebenen Versuche zeigen, trifft 

diese Erwartung auf die Glycerinaldehydvergirung zu, nicht aber 
auf die Fructosevergérung. Durch Fortlassen von Kalium und Calcium 
wird in der Mehrzahl der Versuche die Garung in Fructoselésung um 
20 bis 50%, gehemmt. Auch die Leergarung wird in einem Teil der Ver- 
suche starker gehemmt, als ich es in friiheren Versuchen fand. Da der 
Anteil der Leergaérung an der Gesamtgarung meist nicht sehr betrachtlich 
ist, andert dies nichts an dem Ergebnis, daB Kalium- und Calcium- 
fortfall die Fructosevergirung hemmt: Denn auch die Mehrgérungswerte 
sind im kalium- und calciumfreien Medium geringer als in Vollringer- 
lésung. 
Von den beiden unbeeinfluBten Versuchsreihen der Tabelle finden 
sich in Reihe 7 Mehrgaérungswerte, wie sie bei Hungertieren tiblich sind. 
Die absolute Mehrgarung liegt unter 1, die prozentige unter 100°, 
Die fiir Reihe 6 verwendete Leber ist dagegen, wie die groBe Leer- 
girung zeigt, schon von vornherein aktiviert. Der Kationenfortfall 
scheint also belanglos zu bleiben, falls der Aktivatorgehalt des Gewebes 
entweder zu gering ist, um eine Beschleunigung des Umsatzes der 
betreffenden Zuckerart zu bewirken, oder falls der Aktivatorgehalt 
hierfiir optimal ist. Wenn wir uns die Wirkung von K und Ca so vor- 
stellen, da& durch Gegenwart dieser Kationen —- gleichgiltig, durch 
welchen Wirkungsmechanismus — die Aktiviertheit des Gewebes 
aufrechterhalten wird, so wird Fortfall dieser Wirkung desto weniger 
ausmachen, je gr6éBer einerseits der Anfangsaktivatorgehalt des Gewebes 
ist, und je weniger Aktivator andererseits fiir den Umsatz der be- 
treffenden Zuckerart benétigt wird. Diese Vorstellung kénnte einerseits 
das Ergebnis der Glycerinaldehydversuche erklaren und andererseits 
die erhebliche Wirkung des Kationenfortfalls auf die Leergérung in 
Versuchsreihe 6 bei unbeeinfluBter Fructosevergirung. 

Das Aufrechterhalten der Aktiviertheit des Gewebes kann erfolgen 
durch Hemmung des Aktivatorschwundes oder durch Kompensation des 
Schwundes durch Neubildung. Falls in der Anaerobiose keine Aktivator- 
bildung vor sich geht und zum Zuckerumsatz nur der vorhandene Aktivator 
benutzt wird, so wire gemaéB der eingangs entwickelten Vorstellung vom 
Wirkungsmechanismus der Kationen anzunehmen, da8 Calcium fiir die 


Aufrechterhaltung der Aktivierung notwendig ist, da es wenigstens einen 
Teil des Aktivatorschwundes, den Diffusionsverlust, aufhalten kénnte. 


Tatsachlich erweist sich aber Calcium meist fiir die Intensitat der Fructose 
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Tabelle III. 
EinfluB des Fortfalls von Kalium oder Calcium auf die Fructosevergarung. 





Qy? (nach 60 Min.) 





mit 0,2°/) Fructose 





























Nr. Datum ohne Zusatz 
mit K* a. Ca ohne ohne ohne mit 
K’ u. Ca’ Kalium Calcium K’ u. Ca’ 
1930 R Nap Cap Kp Rp 
er EE es ane a Ree: SSE ae ak Tote a See Se & . 
1 8. IX. 1,55 2,26 2,48 3,48 4,70 
2 9. IX. | 1,15 1,83 163 | 2,18 2,28 
3 15. IX. 4,21 5,26; 488 | 8,35 7,66 
| 3,70 5,21 9,05 | 822 8,75 
Mittel : 2,65 3,64 451 | 556 | 585 
6 
[ 
g Abb. 9. 
| ~ 
o,f = i ae Einfilu8 des Fortfalls von Kalium oder 
Sy Calcium auf die Intensitat der Fructose- 
at = we . vergirung. 
Mittelwerte der Tabelle III. 
AL be hele |e 





vergirung als belanglos. Die Garung ist, wie Tabelle III und Abb. 9 zeigen, 
in calciumfreier, aber kaliumhaltiger Lésung (Ky) etwa ebenso groB wie in 
Vollringerlésung (Ry), waihrend in kaliumfreier Ringerlésung (Cap) die 
Garungswerte in drei Versuchsreihen kaum die in Kochsalzbicarbonat- 
losung (Nap) erzielten iiberschreiten. Nur in Versuchsreihe 4 besteht 
zwischen den Werten in Kp, Cag und Ry kein wesentlicher Unterschied. 
Die Richtigkeit der Vorstellung von der Kationenwirkung vorausgesetzt, 
wiirde die Wichtigkeit des Kaliums fiir die Fructosevergirung auf die 
schon friiher erérterte Méglichkeit hinweisen, daB auch unter anaeroben 
Bedingungen eine Aktivatorbildung, wenn auch bei geringen Zucker- 
konzentrationen nur fiir begrenzte Zeit, vor sich geht. 


Die Ergebnisse dieser Versuche iiber die Kationenwirkung sind 
also zwar mit den iibrigen Vorstellungen von der Garungsaktivierung 
in Einklang zu bringen, bieten aber in Anbetracht der Undurchsichtig- 
keit des Wirkungsmechanismus keine Beweisméglichkeit fiir die uns 
in dieser Arbeit beschaftigende Frage, ob spontane Extragarung nach 
nachtraglichem Ersticken und schnellere Vergirung zugesetzter Zucker 
nach sofortigem Ersticken durch den gleichen Garungsaktivator ver- 
ursacht werden. 


Wahrend die férdernde Wirkung des Kaliums auf die Glucosevergirung 
des Tumorgewebes' am deutlichsten wurde, wenn das Gewebe zuvor in 
einer kalium- und calciumfreien Lésung pripariert und vorgewaschen 
wurde, und Kalium erst im Verlauf der manometrischen Messung zu diesem 


1 Vgl. Lasnitzki, 1. ¢. 
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Medium zugesetzt wurde, findet sich bei der Leber unter gleichen Be- 
dingungen kein Effekt. Die einmal eingetretene Girungshemmung ist 
weder durch Zusatz der fehlenden Kationen auszugleichen, noch auch nur 
die weitere Inaktivierung durch den Zusatz aufzuhalten. 

Die Irreversibilitét der durch Fortfall von Kalium und Calcium be- 
wirkten Garungshemmung in der Anaerobiose ist deswegen auffallend, 
weil unter aeroben Bedingungen das Gewebe bei nachtriglichem Zusatz 
der fehlenden Kationen seine Aktivierbarkeit behilt. Doch treten nicht 
nur in Stickstoff und bei Kérpertemperatur irreversible Verainderungen 
nach Fortfall der Kationen auf, sondern bereits nach Priparation des Ge- 
webes in reiner oder bicarbonathaltiger Kochsalzlésung in Luft und bei 
Zimmertemperatur ist die anaerobe Fructosevergirung in Vollringerlésung 
so gering, wie sonst nur beim Hungertier. Deswegen wurde fiir die hier 
wiedergegebenen Versuchsreihen, wie es auch in den friiheren Versuchen, 
die sich mit der Kationenwirkung auf die Aerobiose beschiftigten, geschehen 
war, das Gewebe stets in bicarbonatfreier Vollringerlésung prapariert und 
danach erst auf die verschiedenen Versuchslésungen verteilt. Bemerkt 
sei noch, daB die Intensitaét der Fructosevergirung bereits herabgesetzt 
zu sein scheint, wenn die Priparation statt in bicarbonatfreier in bicarbonat- 
haltiger Vollringerlésung vorgenommen wird. 


V. Zusammenfassung. 


Es wurde beim Lebergewebe ernihrter Ratten die Vergirung 
zugesetzter Zucker nach sofortigem Ersticken mit der spontanen Extra- 
garung nach nachtraglichem Ersticken unter dem Gesichtspunkt ver- 
glichen, daB die Intensitét beider Vorginge durch den Gehalt des 
Gewebes an einem als Garungsaktivator bezeichneten Faktor bestimmt 
ist, der unter aeroben Bedingungen entsteht und wahrend der Anaero- 
biose allmahlich unwirksam oder verbraucht wird. Diese Vorstellung 
wird durch folgende Befunde gestiitzt : 

1. Vorausschicken einer Aerobiose vermag unter bestimmten 
Bedingungen auch die Vergirung zugesetzter Zucker um einige 100°, 
zu beschleunigen. 

2. Der fiir die spontane Extragirung charakteristische zeitliche 
Abfall der Garungsgeschwindigkeit findet sich auch bei der Zucker- 
vergarung, obwohl der Abfall der Zuckerkonzentration niemals so 
weitgehend ist, daB ein erheblicher Abfall der Garungsgesch windigkeit 
durch ihn verursacht sein kénnte. 




















Untersuchungen an elektrolytfreien Proteinen. 


IX. Mitteilung: 
Zur Kenntnis der Proteinsalze verschiedener Siuren. 


Von 
Wolfgang Pauli und Julius Safrin. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1931.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Das Verhalten der EiweiBkérper als Ampholyte, ihre Reaktions- 
fahigkeit mit Basen und Sauren, bietet nicht nur von konstitutiven 
und kolloidchemischen, sondern auch von allgemeinen physikochemischen 
Gesichtspunkten mannigfaltiges Interesse. Gegeniiber den Verhaltnissen 
bei einfachen Aminosauren, deren elektrochemisches Verstandnis in der 
letzten Zeit insbesondere durch die Arbeiten von N. Bjerrum! und 
anschlieBend von L. Ebert? wichtige Fortschritte gemacht hat, findet 
sich ,bei den hochmolekularen Proteinen die Komplikation, daB die 
reaktionsfahigen Gruppen in groBer Zahl an demselben Molekil oder 
Teilchen vorliegen, wobei dieselben konstitutive Verschiedenheiten 
und unter Umstanden eine wechselseitige elektrostatische Beeinflussung 
aufweisen kénnen. 

Trotz zahlreicher Untersuchungen besteht noch immer in sehr 
wesentlichen Fragen, wie z. B. iiber den EinfluB der Proteinkonzentra- 
tion, die Rolle verschiedener Sauren bei ihrer Bindung an die Proteine 
sowie iiber die Bedeutung des micellaren Aufbaues fiir die Bindung, 
keine geniigende Sicherheit. In dieser Hinsicht sollen die folgenden 
Beobachtungen, welche an Glutosen, Ovalbumin, Seralbumin und 
Serumglobulin ausgefiihrt wurden, einige Erganzungen bringen. 


1 Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 
2 Ebenda 121, 385, 1926. 
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A. Herstellung der Sole und Methodik. 


a) Glutosen. 


Bei der Herstellung elektrolytfreier Glutosen ist auf die Reinheit des 
Ausgangsmaterials ein besonderer Wert gelegt worden. 

Gelatine ,,Goldmarke“ wurde 1 Woche lang unter Chloroform- und 
Toluolzusatz dialysiert und das Wasser tiglich mehrmals gewechselt. Die 
gequollenen Gelatinelamellen wurden dann bei 35° C geschmolzen und bei 
einer Spannung von 220 Volt der Elektrodialyse unterworfen. Im Dialysier- 
wasser, und zwar nur auf der Kathodenseite, konnte Biuretreaktion nach- 
gewiesen werden. Mit fortschreitender Elektrodialyse nahm jedoch die 
Intensitat der Reaktion ab. Nach 3 Tagen war die Biuretreaktion negativ, 
die spezifische Leitfaihigkeit des Glutins auf etwa 1,3 .10—5 rez. Ohm ge- 
sunken und blieb auch bei noch laingerer Elektrodialyse konstant. 

Wie aus den folgenden Zahlen ersichtlich ist, war das Glutin weit- 
gehend gereinigt. 


Trockengehalt . .... . . 5,96% 
Spezifische Leitfihigkeit. . . * = 1,38. 10-5 rez. Ohm 
Aschengehalt .... . . . 0,068°, vom Trockenriickstand 


Die *-Werte sind hier wie im folgenden als Bruttowerte ohne Wasser- 
korrektur angegeben, die mit etwa 3,0. 10—® einzusetzen wiire. 

Das elektrolytfreie Glutin wurde auf 2%, verdiinnt, in gedimpfte 
Jenaer Kolben eingefiillt und im Autoklaven bei einer Temperatur von 
125° C und 2 Atm. Druck erhitzt. Je nach der Zeitdauer wurden verschiedene 
Abbaustufen des Glutins erreicht. Die Glutosen waren fliissig, klar und 
schwach gelb gefirbt. Untersucht wurden 10, 30 und 60 Minuten lang 
abgebaute Glutinsole, die als Glutose A, B und C bezeichnet werden. 


b) Ovalbumin. 


Zur Herstellung des Ovalbumins wurden durchleuchtete Eier ver- 
wendet. Das vom Eigelb sorgfaltig abgetrennte Eiklar wurde zu Schaum 
geschlagen, unter Toluolzusatz zusammenfallen gelassen und dekantiert. 
Mit ?/, Volumen verdiinnt wurde das Ovalbumin durch 3 Tage im Falten- 
dialysator bei taglich mehrmaligem Wasserwechsel gegen destilliertes 
Wasser dialysiert, dann in einen groBen Elektrodialysierapparat ein- 
gefillt und vorsichtig (am Anfang unter Vorschaltung von fiinf Kohlen- 
fadenlampen) von den restlichen Elektrolyten befreit. Das Globulin fiel 
hierbei unter Mitnahme der das Eiklar fiirbenden Stoffe aus. Die farblose 
Fliissigkeit wurde abgehebert und einer nochmaligen Elektrodialyse unter- 
worfen. Das Ovalbumin war wasserklar, globulinfrei und bei einem Trocken- 
gehalt von 5,0 °%, betrug die spezifische Leitfihigkeit x = 1,8 . 10-5 rez. Ohm. 


c) Seralbumin. 


Frisches Pferdeserum wurde durch Drittelsittigung mit Ammon- 
sulfat vom Euglobulin und dann durch Halbsittigung vom Pseudo- 
globulin befreit. Bei vélliger Sattigung mit Ammonsulfat fiel das Ser- 
albumin aus. Dieses wurde in Wasser gelést und durch 4 Wochen im 
Faltendialysator unter Toluol gegen destilliertes Wasser bis zur spezifischen 
Leitfahigkeit von « = 2,1 . 10—‘* rez. Ohm dialysiert. In der darauffolgenden 
sorgfaltigen Elektrodialyse wurde das Seralbumin konzentriert, indem 
die oberste wasserhelle Schicht abgehebert und durch die gleiche Menge 
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des verdiinnten Albumins ersetzt wurde. Globulin setzte sich vollstandig 
am Boden der Mittelzelle ab. Das durchsichtige, braiunlich gefarbte So! 
wurde nochmals 2 Tage lang elektrodialysiert. Die Globulinprobe wa: 
negativ. 

Trockengehalt ....... . 2,92% 

Spezifische Leitfahigkeit . . . * = 6,0. 10—* rez. Ohm 


d) Pseudoglobulin. 


Das aus dem Pferdeserum durch Halbsiittigung mit Ammonsulfat 
ausgefallte Pseudoglobulin wurde in Wasser gelést, nochmals gefallt und 
durch zweiwéchige Dialyse im Faltendialysator und darauffolgende vier 
tagige Elektrodialyse gereinigt. 


Trockengehalt . ..... . . 2,28% 
Spezifische Leitfahigkeit . . . * = 6,27.10—* rez. Ohm 


e) Methodik. 


Bei der konduktometrischen Titration kam ein LeitfaihigkeitsgefaB 
zur Verwendung, dessen Elektroden durch eine angeschmolzene Glas- 
glocke abgeschirmt waren. Seine Kapazitat (0,1908) ist alle 2 bis 4 Wochen 
mit einer genau n/100 Kaliumchloridlésung iiberpriift worden. Sie zeigte 
im Laufe der Zeit nur geringe Abweichungen, und war infolge der Ab- 
schirmung der Elektroden vom Fliissigkeitsvolumen unabhingig. In das 
Leitfahigkeitsgefa8 wurden immer 7 ccm des zu titrierenden Sols pipettiert 
und sein Leitvermégen zu Beginn der Titration festgestellt. In gleich- 
maBigen, mittels einer Stoppuhr kontrollierten Zeitabstaénden von 10 Mi- 
nuten wurde aus einer Mikrobiirette eine konstant gehaltene Menge n/1() 
Saéure bzw. Lauge zugesetzt und mit dem Sol vermischt. Der Titer der 
gestellten Siuren und Laugen wich vom theoretischen maximal um + 0,6°,, 
ab und wurde von Zeit zu Zeit iiberpriift. Die Versuchstemperatur, durch 
einen Wasserthermostaten mit elektrischer Heizung reguliert, betrug 25° C 
(+ 0,019 C). Fiir jeden Punkt der Titrationskurve sind mehrere Messungen 
ausgefiihrt worden. Es wurde der Widerstand bei dem _ Briickenwert 
500 mm und gleichzeitig zur Kontrolle bei Briickenwerten zwischen 450 
und 550 mm bestimmt. Zur Ermittlung einer Kurve wurden mindestens 11, 
meist jedoch mehr Punkte bestimmt. AuBerdem wurden die Leitfahigkeits- 
kurven wiederholt mit neuen Proben reproduziert. Die Methode laBt sich 
bei entsprechender Sorgfalt sehr exakt handhaben. Einige Beispiele sind 
in der Abb. 1 wiedergegeben, welche zugleich die Unterschiede in den 
Kurven fiir HCl und CCl, COO H sowie den Einflu8 der Proteinkonzentration 
am Seralbumin veranschaulicht. 


Alle Leitfahigkeitswerte sind auf das urspriingliche Volumen um- 
zurechnen, denn das Sol ist durch die zugefiigte Saure (bzw. Lauge) ver- 
diinnt worden. Ferner miiBte beriicksichtigt werden, daB vor dem Ein- 
fiillen des Sols in das LeitfihigkeitsgefiB an der Wandung desselben 
minimale Wassermengen haften blieben. Die durch diese geringfiigige 
Verdiinnung bewirkte Anderung der spezifischen Leitfahigkeit war jedoch 
unmerklich und konnte vernachlassigt werden. 


Die mit Saéuren ausgefiihrten Titrationen lieBen sich sehr gut reprodu- 
zieren. Dagegen ergaben sich bei der Titration mit Laugen insofern Schwierig- 
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keiten, als am Ende der Titration die iiberschiissige Lauge Kohlendioxyd 
aufnahm und ihre Leitfahigkeit durch Carbonatbildung herabgesetzt wurde. 

Die Angaben in der vorliegenden Arbeit beziehen sich durchweg auf 
den EiweiBtrockengehalt. Eine der in das LeitfahigkeitsgefiB pipettierten 
gleiche Menge eines Sols wurde gleichzeitig in einem Wagegliaschen ein- 
gewogen. Nach 24stiindigem Trocknen bei 105°C wurde der Trocken- 
riickstand bestimmt. 


ws 
300 2 





I 86% Sera/bumin 
H14~% 7 | 
IT 198% ” 











40 45 20 35 
——> com 01n HCl verbraucht 


Abb. 1. 


Die potentiometrischen Messungen der Wasserstoffionenaktivitat wurden 
mit der rotierenden Wasserstoffelektrode von Pauli und einer n Kaliumchlorid- 
Kalomelbezugselektrode ausgefiihrt. Als Zwischenfliissigkeit diente ge- 
sittigte Kaliumchloridlésung. Die Berechnung der gebundenen Saure 
(siehe Ovalbumin) wurde in der gleichen Weise, wie seinerzeit! angegeben, 
durchgefiihrt. 


' Frisch-Pauli-Valké, diese Zeitschr. 164, 401, 1925; zur Kritik der 
verschiedenen Berechnungsweisen wgl. Pauli-Valké, Elektrochemie der 
Kolloide, 8. 399. J. Springer, 1929. 
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B. Versuchsergebnisse. 


I. Untersuchungen an Glutosen. 
a) Der hydrolytische Abbau zu Glutosen. 


Leimglutin ist anscheinend der einzige Eiwei®kérper, der durch 
Hydrolyse in reinem Wasser, also ohne Zusatz irgendwelcher Elektro- 
lyte, in niedrigere Abbauprodukte weitgehend gespalten werden kann. 
Die Kenntnis dieses Abbauvorganges und der physikalisch chemischen 
Eigenschaften der dabei gebildeten Produkte, die mit systematischer 
Steigerung der Hydrolyse (lingere Dauer der Einwirkung oder Er- 
héhung der Temperatur im Autoklaven) in immer niedriger molekulare 
Formen iibergefiihrt werden kénnen’, bietet mannigfaches Interesse. 











Tabelle I. 
Spezifische Leitfahigkeit und H-Ionenaktivitaét der Glutosen A, B und C. 
oe Trockengehalt i Pa | on 
Min. %, 
———— = ——— ey ——— $= aT = 
Glutosee A... . | 10 | 2,158 | 82.10 | 4896 | 1,27.10-5 
SS te 30 | 1,95 | 4,42 4,931 1,17 
Oi aiaes 3 60 | 1,95 | 5,17 4,982 1,04 


” 


Aus der Tabelle I geht hervor, daB das spezifische Leitvermégen 
der aus dem elektrodialysierten Glutin bereiteten Glutosen mit den 
Abbauzeiten ansteigt. In den H-Aktivitaéten sind nur geringe Unter- 
schiede vorhanden. Sie lassen auf eine méBige Abnahme der H-Aktivitat 
mit fortschreitendem Abbau schlieBen. 


Die Elektrodialyse der Glutosen. Je 200 ccm der in der Tabelle I charak- 
terisierten Glutosen wurden so lange elektrodialysiert, bis keine Peptone 
mehr durch die Pergamentmembran diffundierten. Dies war nach 4 Tagen 
der Fall. Zum Nachweis wurde die Biuretreaktion und die noch emp- 
findlichere Trichloressigsiureprobe verwendet. Auffallend war, daB die 
Spaltungsprodukte nur in der Kathodenzelle gefunden werden konnten. 
Dies diirfte damit zusammenhiangen, daB die verwendeten negativen Mem- 
branen fiir die anionischen héhermolekularen Produkte aus elektrostatischen 


1 Nach AbschluB dieser Arbeit, die den Gegenstand einer von mehr 
als 1 Jahr vollendeten Dissertation von J. Safrin bildete, erschien die 
Untersuchung iiber thermische Desaggregierung von Gelatine von Gerngross, 
Triangi u. Koeppe (Chem. Ber. 68, 1603, April 1930), welche sich u. a. der 
osmotischen Druckbestimmung und des Réntgenogramms bedient und 
zu dem wichtigen, mit den Anschauungen von K. H. Meyer im Einklang 
stehenden Ergebnis fiihrt, daB die Thermolyse der Gelatine zunichst nicht 
mit der Lésung von Peptidbindungen einhergeht und da8B nicht haupt- 
valenzchemische Krifte die Aggregation zu groBen Gelatineteilchen 
bewirken. Zugleich wird eine Abschitzung der mittleren Molargewichte 
des Ausgangsmaterials und des Abbauproduktes versucht. 
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Griinden weniger durchgingig sind. Einige Ergénzungen dieser Versuche 
finden sich in einer folgenden Arbeit (Z. Goigner und Pauli; erscheint in 
dieser Zeitschrift). 

Die nachsten Tabellen II und III geben AufschluB iiber die Ver- 
(inderungen der Glutosen A, B und C durch die Elektrodialyse zu den 
korrespondierenden Produkten A’, B’, C’. 


Tabelle II. 





Abbau- 
| zeit 


Trockengehalt 


cd PH an 


1,43.10-° | 4896 1,27. 10-5 
Saye 1,67 4810 1.55 
pees 1,89 4,776 1,67 


Glutose A’. . . 
eee 


” 


Tabelle III. 


Abnahme des Trockengehalts und der spezifischen Leitfahigkeit durch die 
Elektrodialyse. 





Abnahme des Trockengehaltes Abnahme der spez. Leitfahigkeit 
Glutosen 





mg in 100 cem | x" %Fo 


Sumi kt: b | 1.77.10 r.0. 55,8 
at Seana | 2.75 62.2 
Oe | 8,37 65.2 


Vergleicht man die Tabellen I und II, so findet man: 


1. Der Trockengehalt der Glutosen A’, B’ und C’ ist durchweg 
niedriger als der der urspriinglichen Sole. Die Differenz (Tabelle III) 
wird mit den Abbauzeiten gréBer. 

2. Die spezifische Leitfihigkeit sinkt durch die Elektrodialyse 
sehr stark. Die Reihenfolge der spezifischen Leitfahigkeiten ist trotz 
des entgegengesetzten Ganges der EiweiBkonzentration folgende: 


Glutose A’ < B’ < (’. 


3. Die Wasserstoffionenkonzentration nimmt bei den _ elektro- 
dialysierten Glutosen zu und wachst mit der Abbauzeit der Glutosen. 


Man kann die gemessenen Werte von aq und x der Glutosen be- 
nutzen, um daraus Anhaltspunkte fiir die in den Glutosen enthaltenen 
ionischen Bestandteile zu gewinnen. Fiir die ag-Werte in der GréBen- 
ordnung 10-*n, denen negative Eiweibionen Aj;- zuzuordnen sind, 
kann der Quotient der Abweichungskoeffizienten fa/fu = 1 gesetzt 
werden, daraus laBt sich die auf [Aj. H*] entfallende Leitfahigkeit x, 
ableiten, wihrend x,—%x — x,, den auf die verbleibende Form [A . A*] 
entfallenden Anteil der Gesamtleitfahigkeit darstellt. Nach ander- 
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weitigen Erfahrungen am Institut darf als Héchswert der mittleren 
Glutoseionenbeweglichkeit 20 rez. Ohm angenommen werden, woraus 
sich (fiir fu = 1) Werte fiir den Gehalt an A~ und A‘ ergeben, die untere 
Grenzwerte sein diirften. 

Wie die folgenden Tabellen zeigen, findet durch die Elektrodialyse, 
bei welcher eine erhebliche Volumenanderung der Fliissigkeit in der 
Mittelzelle nicht stattfand, eine Abnahme des A-- und A*- Gehaltes 
auf etwa ein Drittel bis ein Fiinftel des urspriinglichen Wertes statt 
Es handelt sich um eine Verminderung jener Anteile des Proteins, welche 
UberschuBladungen besitzen und die Haupttrager der Eigenleitfahigkeit ! 
des reinen Proteins darstellen. 





Tabelle IV. 
— ye — ——__— 
—/| = | % nA; nn (At +A) 
—3.10-6 r. 0.) 
Glutose A. . 2,9.10-° 4,7.10-* | 248.1075 | 1,27.10-> | 1,22.10-5 
‘ B. . 4,12 4,33 3,69 1,17 1,85 
‘ os. 4,87 8,83 4,48 1,04 2,24 


In den Tabellen IV und V wurde fiir die mittlere Wanderungs- 
geschwindigkeit der Proteinionen der Wert 20 eingesetzt. 








Tabelle V. 
eerie sree KAS - —_—____—_—_. 
|| korrektur 


(Wasser- *y Xo nAj n(A*t+A-) 
|| —.10-® r.0.) | 


6.10-° | 1,27.10-° | 8,8.10-* 


Glutose A’ . 1,13.10-° 4,7.10°° | 66. 
ney for 1,37 5,73 8,0 1,55 4,0 
ew Ss 1,50 6,2 8,8 1,67 4,4 


b) Salzbildung der verschiedenen Glutosen. 
Einen weiteren Einblick in die konstitutiven Unterschiede der 
Glutosen gewahrt die konduktometrische Titration. 


Die Ergebnisse der konduktometrischen Titration, welche in neuerer 
Zeit wieder von D. Hitchcock? am Glutin mit HCl und H,SO, angewendet 
wurde und in den letzten Jahren in Kombination mit Aktivitaétsmessungen 
zur Bestimmung des leitfaihigkeitswirksamen Anteils (Konduktivitat) von 
Proteinsalzen gedient hatte* liefern unter gewissen Einschrankungen ein 
Bild der Séure- (bzw. Laugen-) Bindung von Proteinen. Sie werden in 

1 Vgl. dazu Pauli, Kolloidzeitschr. 40, 185, 1926; 53, 51, 1930. 

2 D. Hitchcock, Journ. of gen. Physiol. 6, 95, 1923. 

3 Vgl. Frisch, Pauli, Valké, |. c. 
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dieser Arbeit zu vergleichenden Schitzungen der optimalen Bindung 
verschiedener Séuren angewendet in Fallen, wo potentiometrische 
H-Aktivitaétsbestimmungen nicht méglich sind, z. B. CCl.COOH, HNO,. 

Die potentiometrisch gewonnenen Bindungskurven fiir Saéuren lehren, 
daB bei niedrigen Saurezusitzen eine praktisch vollstandige H*t-Aufnahme 
seitens des Proteins erfolgt. In diesem Gebiet der Titrationskurve kommt 
die Leitfdhigkeit des Proteinsalzes zum Ausdruck. Die durch die ersten 
Punkte gezogene und weiter verlingerte Gerade wiirde also die Leitfahig- 
keitszunahme des gebildeten Proteinsalzes anzeigen unter der Voraus- 
setzung, daB diese mit steigender Normalitiét desselben linear zunimmt. 
Das kénnte nur dann gelten, wenn erstens praktisch keine Anderung der 
Leitfahigkeitskoeffizienten des Proteinsalzes und zweitens keine Anderung 
der Wanderungsgeschwindigkeit der Proteinionen erfolgen wiirde. In der 
Tat findet eine, wenn auch anfangs geringe Abnahme von fa (und /), zugleich 
aber in diesem Bereich eine Zunahme der Wanderungsgeschwindigkeit statt. 
Das Ergebnis ist, daB, wie die friiheren Beobachtungen iiber den Gang der 
Konduktivitat des Proteinsalzes! lehren, bis zu dem Optimum der Aktivitat 
desselben, dem sich im Saureiiberschu8 ein Abfall anschlieBt, ein nahe 
lineares Ansteigen der Konduktivitat erfolgt. Uber den Punkt des Aktivitats- 
optimums hinaus findet eine starke Anderung der Leitfahigkeit des Protein- 
salzes statt, die durch die einfache Leitfahigkeitstitrationskurve derselben 
nicht faBbar ist, weil hier die rasch ansteigende H-Aktivitat der Saure 
deren Verlauf bestimmt. Geht man zu etwas héheren Saurezusitzen iiber, 
so zeigt die Titrationskurve die freie Saure an. Konstruiert man aus dem 
Anfangsteil und dem Endteil der Leitfaihigkeitskurve den Schnittpunkt, 
so wird dieser mit guter Annaiherung die Normalitaét des Proteinsalzes 
im Maximum der Konduktivitaét bzw. Aktivitat angeben, die ja nach den 
vorausgegangenen Arbeiten zusammenfallen. Wenn im folgenden vom 
Bindungsoptimum der Saéure (oder Lauge) die Rede ist, so ist hier stets, 
wenn nichts anderes vermerkt ist, die durch die Leitfaihigkeitstitration 
angezeigte Bindung im Aktivitdtsoptimum gemeint, an welcher jener maBige 
Prozentsatz simtlicher positiven (oder negativen) Gruppen, der erst bei 
héherem UberschuB an Saure (oder Lauge) reagiert, noch nicht beteiligt 
ist. In einer SchluBtabelle werden diese Beziehungen der neuen und 
alteren Werte ersichtlich gemacht. 


Die Sdurebindung der nicht elektrodialysierten Glutosen. Die Glu- 
tosen A, B und C wurden bei der gleichen EiweiBkonzentration von 
1,95°,, auf ihre maximale Saurebindung untersucht. Die Titrationen 
sind mit Trichloressigsiure und Schwefelsiure durchgefiihrt worden. 


Tabelle VI. 





! Eiweifkonzentration Konduktometrische Stiurebindung 

| zu Beginn der pro 1 g Protein in Grammiquivalenten 
} Titration 
| 0 0 CCl,COOH | H,S0, 





1,95 92.5. 10-5 90,0. 10-5 
1,95 91,0 89,0 
1,95 89,0 90,0 


1 Vgl. Frisch, Pauli, Valké, 1. c. 
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Es ist aus der Tabelle VI und dem parallelen Verlauf der hier nicht 
wiedergegebenen Kurven ersichtlich, daB die maximale Saurebindung 
pro Gramm Protein in den zeitlich verschieden lang abgebauten Solen 
keine oder nur eine auBerst geringe Verainderung erfahrt. Sie liegt, 
wenn auch etwas tiefer, nahe den protentiometrisch ermittelten Werten 
fiir das Glutin, die sich fiir Salzséure zwischen 98 . 10~5 (Pauli und 
Wit!) und 93,5.10-5 Grammaquivalenten (D. Hitchcock®) bewegen. 

Die Sdéurebindung der elektrodialysierten Glutosen und der Glutose (, 
ausgefiihrt in der LiweiBkonzentration 1,47 °,,. Wie die folgende TabelleV1 | 
erkennen laBt, binden die elektrodialysierten Glutosen A’, B’ und C’, 
gemessen mit CC]1,COOH, H,S0O, und zum Teil mit HCl, pro Gramm 
weniger Saure als vor der Elektrodialyse. Mit zunehmender Abbauzeit 
wird die Differenz gréBer. Zum Vergleich ist in der Tabelle die Bindung 
der Glutose C beigefiigt. 


Tabelle VII. 





Eiweib- } Saurebindung pro 1 g Protein 














pray ms erage ed in Grammaquivalenten 
Titration 
%F, CCl,COOH H,80, HCl 
Glutoee A’... . | 1,47 ‘|| 880.10 | 87,0.10-* ais 
g UE. otg 147. | 86.0 85.0 sip 
pated «ives 1,47 ‘|| 85,0 84,5 | 85,0. 10-5 
ie” papery 147 || 90,0 89,0 88,0 


Der Verlust an positiven bindungsfahigen Gruppen ist hier schon 
merklich, trotzdem er durch die Bezugnahme auf 1 g Trockengewicht 
zum Teil verdeckt wird. Der wahre Verlust durch die Elektrodialyse 
wird erst erkennbar, wenn man, da eine Volumenanderung in der 
Mittelzelle bei der Elektrodialyse nicht stattfand, auf die betreffenden 
Glutose vor der Elektrodialyse bezieht. Hier zeigt sich auch der 
starke Abfall der positiven Gruppen mit fortschreitendem Abbau von 
A’ bis C’ in erhéhtem MaBe. 


Tabelle VIII. 
Saurebindung in Grammaéquivalenten fiir CC]l,C OOH. 





—— : — a 
Glatese Differenz | Giatose Differenz | Giutose Differenz 
= E c—C’ 








A A’ sein 2k. de ARR: Saints: GA | or 
91.10 73.10-° 20% 89.10-5°64.10-° 28% 





92,5.10-°'81. 10-5 11,5 % | 

In analoger Weise wurde die Laugenbindung der Glutosen durch 
Titration mit NaOH ermittelt. Die folgende Tabelle 1X zeigt die vor 
und nach der Elektrodialyse titrierten Bindungswerte. 


1 Diese Zeitschr. 174, 308, 1926. 
2 1. ec. vgl. Pauli-Valk6, Elektrochem. d. Kolloide 1929, 8. 383. 
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Tabelle IX. 





Eiweifikonzentration 
zu Beginn der 
Titration 


lo 


Laugenbindung 
pro 1g Protein in 
Grammaquivalenten 


Glutose A. 
B. 
Cc. 
A’. 
B’. 
4. tones 


. 


tO tO tO 


- 


- 


i 
“snIs)s1 O1roror 


in ee 
~ 


Hier ergibt sich scheinbar eine Zunahme der negativen Gruppen 
durch die Elektrodialyse, die jedoch nur ein Ergebnis der Berechnungs- 
weise ist, welches durch die Bezugnahme auf die Einheit des Trocken- 
gewichts des Elektrodialyseproduktes vorgetéuscht wird. Bezieht 
man wieder auf die Substanz vor der Elektrodialyse, so ergibt sich, 
wie die folgende Tabelle X zeigt, gleichfalls eine Abnahme der negativen 
Gruppen durch die Elektrodialyse, nur ist sie prozentual erheblich 
geringer als die der positiven Gruppen. 


Tabelle X. 


Laugenbindung in Gramméquivalenten fiir NaOH. 





Glutose Glutose 


Glutose || Differenz Differenz 
Ye ee oF. 
, 714-4 a os B—B ~ > 


Differenz 


— a Cc 








70.10-5 (67.10°>, 4% (72.10°°65.10-5)| 10% |'73.10-553.10-5) 20% 


Bemerkenswert ist, daB die durch die Leitfahigkeitstitration an- 
gezeigte Laugenbindung von Glutosen erheblich gréBer ist als die fiir 
das unabgebaute Glutin angegebene GréBe. Nach E.J.Cohns! kritischen 
Berechnungen soll Glutin 57 . 10~° Grammiaquivalente Lauge pro | g 
binden. (Nach H.H. Weber® 64 und 68. 10-5 Grammiaquivalente). 
Jedenfalls zeigen nach unseren Beobachtungen Glutosen, ebenso wie 
das Glutin, eine gréBere Anzahl (um etwa 20°) positiver als negativer 
im Saure- (bzw. Laugen-) UberschuB feststellbarer Gruppen. Durch 
die Elektrodialyse nimmt nicht nur, wie die Diskussion der Leitfahig- 
keitswerte zeigte, der Gehalt an A*- und A~-Formen, sondern auch 
die optimale Menge reaktionsfihiger positiver (p) und negativer (q) 
Gruppen ab. 


' E. J. Cohn, Physiol. Rev. 5, 349, 1925. 
2? H. H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1930. 
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Da8B diese vor dem Saure- oder Laugenzusatz zu einem nicht un- 
betrachtlichen Teile in undissoziierter Form A° vorliegen miissen, das geht 
mit Sicherheit daraus hervor, da8 der potentielle Ubherschu8 an positive: 
Gruppen in der reinen Glutose nicht nur nicht merklich ist, sondern, wi: 
die H-Ionenaktivitat der reinen Glutose anzeigt, sogar die ionisierende: 
Carboxylgruppen infolge der offenbar starkeren Hydrolyse der ionogene: 
Aminogruppen iiberwiegen. Die von 7. Ito und Wo. Pauli! hervorgehoben 
Diskrepanz zwischen der Lage des isoelektrischen Punktes des Glutins aut 
der sauren Seite, trotzdem p > q ist, erklart sich ungezwungen auf die 
selbe Weise, und ebenso die trotz dieser Lage des isoelektrischen Punktes 
leichte positive Umladbarkeit des Glutins schon durch Erdalkaliionen 


DaB die freien UberschuBladungen A* und A™ und ebenso die 
undissoziierte Form A* selbst wieder EiweiSmolekiile betreffen, die 
in bezug auf andere Amino- und Carboxylgruppen zwitterionisch ~A° 
vorliegen, sei hier unter Hinweis auf friihere Ausfiihrungen? nochmals 
betont. Die einzelnen Proteinteilchen miissen auch in den reinen 
Glutosen als polyvalente Zwitterionen zum Teil mit positiven oder 
negativen UberschuBladungen, sowie mit einer Anzahl undissoziierter 
jruppen (alles an dem gleichen Molekiil) besetzt gedacht werden. 


ce) Die Glutosesalze verschiedener Sauren und Basen. 


Man kann ferner durch die Leitfahigkeitstitration bemerkenswerte 
Anhaltspunkte fiir die Aktivitdtsverhaltnisse und die Hydrolyse der 
Proteinsalze mit verschiedenen Sauren gewinnen. 


Der allererste Teil der Titrationskurve, in welchem praktisch die ganze 
Saure gebunden wird, wird einen um so steileren Abfall erfahren, je mehr. 
bei sonst gleicher Beweglichkeit, das Siureanion vom Proteinion inaktiviert 
wird. Stellen wir fiir dieselbe Glutose und den gleichen Saéurezusatz etwa 
im zweiten Punkte der Kurve die Leitfahigkeiten bei verschiedenen Sauren 
fest,und bezeichnen wir die bei HC] mit 100, so zeigt sich ein betrachtlicher 
Unterschied bei verschiedenen Sauren. 

Man kann ferner den Hydrolysegrad des betreffenden Glutosesalzes 
in unserem Bindungsmaximum auf folgende Weise schatzungsweise er- 
mitteln. Ware in diesem Punkte der gesamte Wasserstoff der zugesetzten 
Saure gebunden, so wiirde die Leitfahigkeit des Proteinsalzes der Ordinat 
im Schnittpunkt der zwei Aste der Titrationskurve entsprechen. In Wirklich- 
keit ist die Leitfahigkeit um jenen Wert héher, der der hydrolytisch fre:- 
gesetzten Saure entspricht. Die dieser Leitfahigkeitserhéhung entsprechend: 
Saurenormalitat kann leicht aus einer fiir die betreffende Saure hergestellten 
Kurve graphisch entnommen werden. Das Verhialtnis der so ermittelten 
Normalitat der freigesetzten Siure zu der Gesamtnormalitat des Protein- 
salzes gibt uns dann dessen Hydrolysegrad unter den gegebenen Be- 


dingungen an. 


1 7. Ito u. Pauli, diese Zeitschr. 213, 95, 1929. 
2 Vgl. Kolloidzeitschr. 40, 185, 1926; 53, 51, 1930, daselbst Literatu: 
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Salze einbasischer Sduren. Die folgende Tabelle XI enthalt die 
Leitfahigkeitsverhaltnisse und Hydrolysegrade der Glutosesalze ver- 
schiedener starker Sauren. 


Tabelle XI. 





Relative Leitfiihigkeitswerte 


berechnet Hydrolysegrade 
gefunden 
10 u 20 


Glutose ,C“-HC12,77.10°3 n 
re es eh eee 100 100 100 = (25,89 0.0426 
.10°° r. O.) 
Glutose ,C“-HNO,. .... 93,6 94,3 94,5 0.0479 
Glutose ,C*-CC],COOH |. . 53,1 58,0 56,3 0,0544 


In dieser Tabelle ist zugleich die Relation der aus den Beweglich- 
keiten der Anionen (Werte von Bredig! fiir 25°C und u = 10, sowie 
u = 20 fiir das Glutinion sowie fu = 1) berechneten Leitfaihigkeiten 
zum Vergleich danebengestellt. Die berechneten und ermittelten Ver- 
haltniszahlen stimmen praktisch soweit iiberein, daB man bei den 
Glutosesalzen dieser Normalitaét von Unterschieden der Abweichungs- 
koeffizienten bei den untersuchten einwertigen Anionen absehen kann. 


Der Hydrolysegrad zeigt einen dem relativ geringen Starkeunter- 
schied dieser Saiuren entsprechenden Gang. Sein Wert, der fiir die 
Glutose C ermittelt wurde, ist der GréBe nach ein plausibler. Er hat 
nur die Bedeutung, daB er die Basendissoziationskonstante jener ein- 
wertigen Base anzeigt, die in ihrer Hydrolyse dem Gesamteffekt der 
verschiedenen basischen Dissoziationskonstanten des Proteins entspricht, 
die bei dem gegebenen Saurezusatz wirksam werden. 


Der durch die Leitfahigkeitstitration ermittelte optimale Bindungs- 
wert liegt fiir 1 g der Glutose C bei 90,0.10-5n Saéure unabhangig 
von der untersuchten Saure. 


Die Salzbildung der Glutose C mit zweibasischen Sduren. Die Titra- 
tionskurven der Glutose mit zweibasischen Sauren verhalten sich in 
ihrer ersten Halfte anders als die mit einbasischen Séuren bestimmten. 
Es fallt die doppelte Biegung der Kurve besonders bei der 0,2 und 0,1 n 
Oxalsdure auf. Von den zwei Carboxylgruppen der Oxalsaure ist nur 
die eine weitgehend dissoziiert. Durch den Unterschied in den beiden 
Dissoziationskonstanten und die verschiedene Hydrolyse des neutralen 
und sauren Salzes wird die wechselnde Bildung des letzteren die Leit- 
fahigkeitskurve auBerordentlich komplizieren. Die riclitige Berechnung 
des Bindungsmaximums ist deshalb unméglich. Man erhalt fiir }/,. mol. 


! G. Bredig, Zeitschr. f. physik. Chem. 13, 191, 1894. 
Biochemische Zeitschrift Band 233. 
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Oxalsaure einen zu hohen und fiir die n/10 mol. einen zu tiefen Wert 
auf n/10 einbasischer Séiure bezogen (Abb. 2). 
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Abb. 2. 
Glutose C und zweibasische Siuren. 


Die gleichen Umstinde finden sich in der Schwefelséurekurve 
nur angedeutet wieder. Die Schwefelsiure gehért zu den starksten 
zweibasischen Saéuren. Sie bildet mit der Glutose vorwiegend neutrale 
Salze, so daB ihre maximale Aufnahmefahigkeit durch Glutose C mit 
der der einbasischen Séuren gleicher Normalitét annahernd iiberein- 
stimmt. 

Unter Beriicksichtigung der Verhaltnisse bei niederem Sauregehalt 
und vollstandiger H-Bindung erhalt man fiir die verschiedenen neutralen 
Salze folgende (Tabelle XII) Relation der Leitfaihigkeit : 


Tabelle XII. 





Unterschiede 


Gefundene Berechnete zwischen gefundenen 
Werte Werte und berechneten 
Werten 
Glutose ,C*-HCl. ..... 100 100 — 
_ ey. a ae 94,5 94.3 etwa + 0,2% 
i » CCl,COOH . . 56,3 58,0 ~~ 


; = ee. ala 87,5 103,7 » —16% 
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Bei den Glutosesalzen laBt sich in der Reihe der untersuchten 
einbasischen Anionen kein nennenswerter — eine kleine Abnahme ist 
fir Cl,CQO~ eben merklich — Unterschied in der Konduktivitat und 
wohl auch, da es sich um eine Normalitaét 2,77 .10-3n Proteinsalz 
handelt, der Aktivitét nachweisen. Ein solcher wird erst beim 
Ubergang zum zweiwertigen SO,lIon erheblich. Fiir die Inakti- 
vierung erscheint hier somit vor allem die Wertigkeit des Gegen- 
ions bestimmend. 

Salze der Glutose mit Laugen. Die Barytlauge liefert mit der Glutose, 
wie zu erwarten war, ein merklich starker inaktives Salz als die Natron- 
lauge. 

Tabelle XIII. 





Relative Leitfahigkeiten 
at PEAT . ae pai 1 (x'—x) Hydrolysegrade 


x gefunden 
(u = 20) F 


Glutose ,C*-NaOH. . 100 100 - 0.0327 
(18,85. 10-° r. O.) 
Glutose ,C“-Ba(OH), . 121,7 94,6 etwa 22% 0,0246 


Abhingigkeit der maximalen Sturebindung vom Trockengehalt der 
Glutose C. Bei etwas héherer Glutosekonzentration findet man kon- 
duktometrisch den Bindungswert fiir Siure pro 1 g Glutose im unter- 
suchten Bereich von der Proteinkonzentration nicht abhangig. 


Tabelle XIV. 





7 ecm Lisung J Siurebindung pro 1 g Protein 
enthalten Protein Protein in Grammiiquivalenten 
g Oi CCl,COOH HCl 


4 0.0390 557 88 . 10-5 
Il. 0.0976 3 91 

III. 0,1029 4 99 88,0. 107° 
IV. 0.1365 GE 89 87,0 


d) Zeitliche Anderung der spezifischen Leitfahigkeit der 
Glutosesole. 

Durch Elektrodialyse hochgereinigte EiweiBsole zeigen bei langerer 
Aufbewahrung im allgemeinen einen zeitlichen Anstieg der Leitfahig- 
keit (Pauli und Monath), der als Ergebnis einer Reaktion mit der 
Luftkohlensaéure betrachtet wurde. Wie die folgenden Versuche zeigen, 
ist diese Reaktion bei unserer Glutose bei sorgfaltiger steriler Auf- 
bewahrung gering und kam fiir unsere Untersuchungen nicht als stérend 
in Betracht. Sie bleibt im zugeschmolzenen GefiB unter N-Atmo- 
sphare véllig aus. Fir die exakte Untersuchung dieses Verhaltens 

7* 
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bilden die Glutosen das giinstigste Objekt, da sie vdéllig steril dem 
Autoklaven entnommen werden kénnen. Unter diesen Umstanden 
laBt sich der Beweis erbringen, daB die auch nur kurz abgebauten 
Glutosen keinerlei nachweisbare spontane zeitliche Anderung erfahren, 
die mit einer Veranderung ihrer ionischen Anteile (A*, A~) einhergeht. 


Versuche. 

Glutose A (Glutin 10 Minuten im Autoklaven auf 125°C erhitzt). 
Konzentration 2,15°,. 
Die erste Messung erfolgte sofort nach der 

Herstellung des Sols, spezifische Leit- 

iaeets (SC)... 8 tc te we B= OBO. 10~* rez. Om 
Die spezifische Leitfahigkeit des Sols (im 

offenen GefaB unter Toluol aufbewahrt) 

etiee neck 3 Tagen... . + <«.. . .. &= 3,90.10-5 

nach weiteren 8 Tagen .. . oa es eee we 
tnd blieb dann konstant. 


Im mit Schliff verschlossenen Kolben er- 
reichte das gleiche Sol erst nach 5 Mo- 


naten den Wert von. ........ %*=3,75.10-5 ,, 
Ebenso wies die elektrodialysierte Glutose A, 

Konz. 1,99%, einen Anstieg der spezi- 

fischen Leitfahigkeit auf .......%*=1,43.10-% ,, ,, 

nach 4 Tagen (im geschlossenen Kolben 

unter Toluol aufbewahrt). ......%*=1,51.10-° ,, - 

Me Oe i 5 Se 6 es ee + Wee I Dn ws 

neue S See a eS ee RO ote 


Auch bei allen anderen Glutosen konnte eine ahnliche zeitliche Anderung 
der spezifischen Leitfahigkeit beobachtet werden. 


Bei obigen Versuchen kamen immer Jenaer GefaiBe in Verwendung, 
die sorgfaltig gereinigt, gedimpft und vor dem Einfiillen des Sols sterilisiert 
wurden. 

Glutose A unter Stickstoff aufbewahrt. Das 10 Minuten lang ab- 
gebaute Glutin wurde hei8 in Jenaer K6élbchen unter standigem Durch- 
leiten von Stickstoff eingefiillt (ohne Toluol!) und der schmale Hals 
der K6élbchen zugeschmolzen. Nach 1 bzw. 3 Monaten wurden die 
Kélbchen geéffnet. Die spezifische Leitfahigkeit der Glutose C blieb 
unverandert 3,20 . 10—5 rez. Ohm. 


II. Versuche an Ovalbumin. 


Die Salze des Ovalbumins mit einbasischen Sduren. Bei der Titratiou 
des Ovalbumins mit Trichloressigsiure konnte immer je nach der 
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Saurekonzentration zuerst Opaleszenz, dann schwache und schlieBlich 
starke Triibung und Flockung beobachtet werden. Bei den anderen 
untersuchten EiweiBk6érpern trat diese Erscheinung nicht auf. Die 
iibrigen Sauren gaben mit allen Proteinsolen bei der Titration klare 
Lésungen. 


Die Salze des Ovalbumins wurden in zwei Konzentrationen unter- 
sucht: 0,1547 und 0,2569 g EiweiBtrockenriickstand aus 7ecm Lésung 
(Konzentration 2,21 und 3,67°,). Die Leitfahigkeiten der Ovalbumin- 
salze mit verschiedenen Sauren reihen sich in gleicher Ordnung wie 
die Glutosesalze. Gewahlt wurde wieder zum Vergleich der zweite 
Punkt der Leitfahigkeitstitrationskurve, in dem die Saure praktisch 
vollstandig gebunden ist. Die Unterschiede in den Beweglichkeiten der 
Saureanionen konnten unter Annahme einer Proteinbeweglichkeit 10 
und gleicher Leitfihigkeits- (Aktivitaéts-) Koeffizienten ein Verhaltnis 
der Salzleitfahigkeiten Ovalbumin-H Cl : Ovalbumin-H N O, : Ovalbumin- 
CCILCOOH = 100: 93,6: 53,1 zufolge haben. Trotzdem es sich um 
eine relativ niedrige Proteinsalznormalitét 2,77 .10~%n handelt, wird 
bereits eine auf merkliche Inaktivierung der Gegenionen hinweisende, 
in der Reihe HC] < HNO, < CCI,COOH iiber das AusmaB der Be- 
weglichkeitsabnahme der Anionen reichende Verminderung der Leit- 
fahigkeit erkennbar, die erwartungsgeméB mit der steigenden Protein- 
konzentration zunimmt. Die Hydrolyse der Ovalbuminsalze dieser 
Sauren gibt geringe Unterschiede. 


Tabelle XV. 





Relative Leitfihigkeitswerte 

x’ be- 
Cr er . 
| (u==10) Protein 2,21 9/9 | Protein 3,67 °/, | 


A(z' — x) 


Hydrolysegrade 


x gefunden 


| Protein Protein Protein Protein 
2,21 9/9 3,67%/9 | 2,21%J9 3,67% 9 


Ovalbumin 
-HCl 100 100 100 — — 0,0578 0.03894 
(24,75.10-°) (22,8.10-°) 
-HNO, 93,6 91,9 88,1 2% | 6% 0,0566 0.0469 
-CCl, COOH 53,1 51,7 47.0 3% | 11% 0,0572, 0,0443 


Die Salze des Ovalbumins mit zweibasischen Sduren. Ovalbumin- 
sulfat und -oxalat verhalten sich ebenso wie die entsprechenden Salze 
der Glutose. Die Bisulfatbildung erfolgt bei der Titration des Ovalbu- 
mins in weit starkerem MaBe, als es bei der Glutose der Fall war. Man 
erhalt deshalb fiir die Schwefelsiurebindung des Ovalbumins um 15 
bis 20° zu hohe Werte. 


Abhdngigkeit der maximalen Sdurebindung vom Trockengehalt der 
Ovalbuminlésungen. Es wurden sowohl mit HCl als auch mit 
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CCl,COOH Leitfaihigkeitstitrationen bei wechselnder Proteinkonzen. 
tration vorgenommen. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle XVI 
zusammengefaBt. 

Tabelle XVI. 





Sadurebindung fiir 1 g Protein 


Anfangsgehalt in Grammiquivalenten 
oF PIR hae CCl,COOH 
1,44 62. 10-5 (68) . 10-8 
2,21 65 63 
2,90 63 65 
3,67 65 66 
5,10 64 67 
Mittelwert: 64.10~° 65. 10-6 


Wie die obenstehenden Resultate zeigen, stimmen sowohl die ge 
fundenen Bindungsmaxima in beiden Séuren als auch fiir die verschiedenen 
Proteinkonzentrationen befriedigend iiberein. Es war nun von gréBtem 
Interesse, festzustellen, ob ein solches konzentrationsunabhangiges Ver- 
halten nur fiir das bei maBigem Saureiiberschu8B konduktometrisch 
feststellbare Bindungsoptimum oder auch fiir die in héherem Saure- 
iiberschuB mittels potentiometrischer H-Aktivitdétsmessung bestimmbare 
Saurekapazitat gelte, bei welcher samtliche H*-aufnahmefahigen 
Gruppen zur Reaktion gebracht sind. In den folgenden Tabellen (dazu 
Abb. 3) sind die betreffenden Werte wiedergegeben. 


Tabelle XVII. 


0,61°% Ovalbumin + HCl. 





n HCl i E (Volt) Pu ayy ay geb. = n Alb. Cl 
0,01 9,4180 2,3150 4,84.10°% 4,76. 10-8 
0,02 0,3955 1,9277 1,18.10-? 6,80 

0,03 0,3830 1,7125 1,94 7,95 

0,04 0,3740 1,5577 2.77 8,16 

0,05 0,3673 1,4424 3,61 8,02 


Tabelle XVIII. 


1,22°, Ovalbumin — HCl. 





n HCI E (Volt) ; Pu ws ay ag geb. = Alb. Cl. 
0,00 0,5560 4,6902 2,04 . 10-5 — 
0,01 0,4347 2,6024 2,50. 10-8 7,29 . 10-8 
0,02 0,4022 2,0430 9,06 . 10-8 9,87 . 10-8 
0,03 0,3867 1,7762 1,67. 107? 1,10. 107? 


0,05 0,3695 1,4893 3,31. 107? 1,15. 107? 
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Tabelle NIX. 





E (Volt) Pu a} ay geb. Alb. Cl 


0,4710 3,2272 ‘ 9,36 . 10-8 
0,4265 2.4613 ; 1,61 .10-? 
0,4025 2,0482 ’ 1,98 . 10-2 
0,3880 1,7986 . 107? 2,17 . 10°? 
0,3645 1,3942 4 2,21 . 10-3 
0,3532 1,1996 2.25 .10-? 





244% Ovalb.+HCl 
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Abb. 3. 


Die Versuche, welche zugleich die alteren Beobachtungen, die fiir 
kleinere py-Werte nicht immer befriedigende Daten geliefert hatten, 
durch sehr sorgfaltige Messungen erginzen sollten, zeigen eine in 
héheren Konzentrationen (1,22 bis 2,44°.) geringe Abnahme der 
Hoéchstbindung pro 1 g Protein. Fiir abnehmende Proteinkonzentration 
(0,6°,,) konnte selbst bei maéBigem py (1,71 bei 0,03 n HCl) eine ganz 
auffallende Mehrbindung pro Gramm Protein festgestellt werden, die 
40% iiber der in héheren Konzentrationen gefundenen gelegen ist. 
Der aus den Messungen von Frisch-Pauli-Valkd' fiir 1°, Ovalbumin 


! Frisch-Pauli-Valké, diese Zeitschr. 164, 401, 1925. 
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abgeleitete Wert von 100 bis 110 .10~° Grammaquivalente HCl auf 
1 g Protein wiirde in der Tat gut zwischen den hier fiir 0,6°,, und fiir 
1,22 °, gewonnenen Wert fallen (vgl. dazu Tabelle XXV im Uberblick). 
Der Steigerung der H-Aktivitaét zwischen 0,04 bis 0,1 n HCl von px 1,798 
bis 1,199 entspricht bei 2,44°,, Ovalbumin eine nicht ganz 4°, be- 
tragende Mehraufnahme von H”*, ein Zeichen, daB in diesem Bereich 
héherer Saéuerung keine erheblichere AufschlieBung neuer reaktions- 
fahiger H*-bindenden Gruppen beim Ovalbumin mehr erfolgt. 


Zeitliches Verhalten der Leitjahigkeit. Eine Kontrolle der Leit- 
fahigkeit unseres 4,88 °,igen Ovalbumins, frisch dem Elektrodialysier- 
apparat entnommen und in sterilen, geschlossenen JenaergefaBen unte: 
Toluol aufbewahrt, ergab in 20 Tagen einen Anstieg von 1,66 auf 
1,79 . 10-5 rez. Ohm. Fiir unsere Versuche an frischen, stets mit Leit- 
fahigkeitswasser von x = 1 . 10~® rez. Ohm verdiinnten Proben komm! 
somit ein stérender KohlensaureeinfluB nicht in Betracht. 


III. Seralbumin. 


Tabelle XX. 


Die Salze des Seralbumins mit Sauren. 





| Relative Leitfihigkeitswerte A(x’ — x) %Jo Hydrolysegrade 





i] x gefunden 
|| berechnet 8 





Protein Protein Protein Protein 
x Protein 0,86 9/9 Protein 1,499 986% o 1,4%o 0,86%o 1,4%o 
Seralbumin 
-HCl 100 100 100 0,0760 0,0517 
(26,32 (33,31 
10° r.O0.) |. 1075 r.0.) 

-HNO, 93,6 86,1 81,6 8 13 -:0,0801.0,0744 
-CCl,; COOH 53,1 45.6 38,2 14 | 18 = 0,11160,0831 

-H,SO, 104,1 50,6 49,1 51 | 53 


Vergleicht man die Relation der berechneten und gefundenen 
Werte fiir die Leitfahigkeit der Proteinsalze der Normalitaét 4,11 . 107 * 
bei 1,4 °,, EiweiB, dann zeigt sich eine an der starkeren Abnahme der 
beobachteten Leitfaihigkeit erkennbare Inaktivierung des Gegenions. 
Sie betrigt fiir HNO, etwa 13%, fiir CClCOOH etwa 18°, und 
wachst bei H, SO, auf fast 53°. Die Wertigkeit des Gegenions erweist 
sich hier in erster Linie als ausschlaggebend, daneben tritt innerhalb 
der Ordnung der einwertigen Ionen die exzentrische Ladungsverteilung 
und Polarisierbarkeit derselben sehr deutlich in den Vordergrund. 
Die Hydrolyse der Proteinsalze zeigt in der obigen Ordnung der ein- 
basischen Saéuren einen deutlichen Anstieg. 
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Tabelle XX1. 


Abhangigkeit der maximalen Saéurebindung vom Trockengehalt 
der Seralbuminlésungen. 





Eiweifigehalt 
zu Beginn der 
Titration 

%p HCl 


Séurebindung pro 1 g Protein 
in Grammiaquivalenten 





CCl, COOH 


0,86 130. 10-° 129. 10° 
1,40 133 129 
1,98 52 a 127 


Mittelwert: 130. 10-® 128. 10-® 
Die Tabelle XXI lehrt, daB auch beim Seralbumin die kondukto- 
metrisch erkennbare optimale Saiurebindung, auf 1 g Protein bezogen, 


mit der EiweiBkonzentration sich nicht eindeutig andert, wie dies schon 
fiir das Ovalbumin festgestellt worden war. 


IV. Pseudoglobulin. 
Prinzipiell die gleichen Ergebnisse wie beim Seralbumin bieten 
die Versuche am wasserléslichen Globulinanteil des Serums. 


Tabelle XXII. 


Die Salze des Pseudoglobulins mit Séauren. 





Relative Leitfihigkeitswerte 
$$$ y Hydrolyse- 
be- x gefunden || grade 
\| 
rechnet ~ . ow ° 
: . P Protein Protein Protein 
x’ Protein 1,63 °%/9 | Protein 2,28 %/9 1,63 / | 2,28 9/5) 2,28 %/, 





Globulin 
ares SL 100 100 : 0,0529 
(23,38 .10-5 | (21,39 .10-5 
r. 0.) r. 0.) 
-CC1,COOH. . 53,1 48,2 43,9 9% 117% | 0,0695 


Tabelle XXIII. 


Abhangigkeit der maximalen Siurebindung vom Trockengehalt 
der Pseudoglobulinlésungen. 





Eiweibgehalt 
zu Beéginn der 
Titration 


%o 


0,99 
1,63 
2,28 


Mittelwert : 


Stiurebindung pro 1g Protein 
in Grammiaquivalenten 





HCl CCl, COOH 


92.105 93 . 10-5 
95 97 
94 97 


94.10-° 96,1 . 10~° 


Der merkliche Unterschied der Salzaktivitaten in HCl und 
CClLCOOH im Sinne einer starkeren Inaktivierung des letzteren 
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Anions, die starkere Hydrolyse in der letzteren, sowie das Fehlen eine: 
erheblichen Abhangigkeit des konduktometrisch abgeleiteten Bindungs 
optimums von dem Proteingehalt und der verwendeten Saure sind auc! 
hier erkennbar. 


(. Allgemeiner Uberblick' der Versuche. 


Durch die Leitfahigkeitstitration konnten zunichst gewisse Anhalts. 
punkte fiir die Aktivitdtsverhdltnisse von Proteinsalzen verschiedene: 
Sauren gewonnen werden auch in Fallen, wo potentiometrische Aktivi- 
tatsbestimmungen der betreffenden Anionen, aber auch selbst solche 
von H’-Ionen nicht durchfiihrbar sind. Durch den Vergleich von 
gefundenen und berechneten Leitfihigkeiten hat sich ergeben, dai 
die Inaktivierung der einwertigen Anionen nicht bei den Glutosen, 
wohl aber bei Ovalbumin, Seralbumin und Pseudoglobulin Verschieden- 
heiten (Cl. < NO, < CCI,COO’) aufweist. Dieses Verhalten ist 
iibrigens beim Ovalbumin weniger ausgeprigt als bei den letzteren 
Proteinen. Wieweit es sich bei diesen Unterschieden der verschiedenen 
Proteine am einen EinfluB besonderer konstitutiver Verhaltnisse 
(bestimmter Gruppen) oder des Molekulargewichts (TeilchengréBe und 
Wertigkeit) handelt, muB vorlaufig offen bleiben. 


Kine Mitwirkung der letztgenannten Faktoren méchten wir jeden- 
falls hier in Betracht ziehen. 

Die seinerzeit von Pauli und Falek? bei der Viskositatsherabsetzung 
von Saurealbumin bei Salzzusatz gefundene und als Ordnung nach 
der Inaktivierung gedeutete Reihenfolge der einwertigen und zwei- 
wertigen Anionen wird nun auch direkt durch die konduktometrische 
Prifung der Aktivitét der Proteinsalze der verschiedenen Sauren 
gestiitzt. Fiir die Rolle der Wertigkeit der Gegenionen bei der Aktivitat 
der’ Proteinsalze lagen solche Beweise schon in den Arbeiten von 
Frisch-Pauli-Valké (|. c.) am Ovalbumin und Seralbumin und von 
Pauli-Wit® an der Gelatine vor. Am Myogen hatten P. Rona und 
H. H. Weber* in eleganter Weise mittels des Donnanschen Gleich- 
gewichts die Aktivitaétsverhiltnisse auch einer Reihe einwertiger 
Gegenionen bestimmt und im Sinne der friiher nur indirekt erschlossenen 
Ordnung gelegen finden kénnen. 


' Die Erfahrungen betreffend den hydrolytischen Abbau des Leim 
glutins, die Eigenschaften verschiedener Glutosen und die Rolle der 
Elektrodialyse bei ihrer Reinigung sind bereits im Kapitel Glutosen zu- 
sammengefaBt. 

2 Diese Zeitschr. 47, 269, 1912; vgl. dazu auch Eiwei®koérper und 
Kolloide. Wien, Verlag J. Springer, 1926. 

% Pauli u. H. Wit, diese Zeitschr. 174, 308, 1926. 

4 P. Rona u. H. H. Weber, ebenda 208, 429, 1928. 
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Bemerkenswert ist, daB Ovalbumin, bei der hier nur miabigen 
Inaktivierung des Trichloracetations, in einem Konzentrationsgebiet 
Tribung und Flockung durch Trichloressigsiure erfahrt, in welchem 
die anderen Proteine bei starkerem Inaktivierungseffekt keine 
Flockung erkennen lassen. Kine solche tritt in diesem Bereich iiberdies 
bei H, SQ, trotz der machtigeren Inaktivierung des SO,-lons bei keinem 
der untersuchten Proteine auf. Hierin offenbart sich wohl die Bedeutung 
jener wiederholt bei friiheren Gelegenheiten hervorgehobenen sekun- 
diren, irreversiblen Veranderung des SiureeiweiBes, welche von der 
Inaktivierung zur Koagulation des Proteinsalzes hiniiberleitet. 


Es wurde schon anfangs darauf hingewiesen, daB die Leitfahigkeits- 
titration z. B. mit Sauren nicht die Reaktion an simtlichen H*-auf- 
nehmenden Gruppen anzeigt, sondern im wesentlichen nur an jenen 
Gruppen, die bei geringem Saureiiberschub, also im Bereich schwachen 
Abfalles des py in Reaktion treten. In der Tat bleibt ja auch das kon- 
duktometrisch bestimmte Bindungsoptimum sehr deutlich hinter der 
durch H-Aktivitétsmessungen ermittelten maximalen Séurekapazitat 
zuruck. Dagegen liegen die konduktometrisch gefundenen Bindungs- 
optima, wie nach dem Verlauf der Aktivitétskurven der Proteinsalze 
zu erwarten, sehr nahe der potentiometrischen Bindung von [H*] 
im Aktivitatsmaximum des Proteinsalzes. In der folgenden Tabelle 
sind unsere Héchstwerte der Bindung neben den aus den Daten von 
Frisch- Pauli-Valké (l.c.) gewonnenen Bindungswerten im Aktivitits- 
maximum des Proteinsalzes angefiihrt. Die Ubereinstimmung ist eine 
befriedigende. Die gleiche Tabelle enthalt die Héchstwerte der Saure- 
kapazititen aus potentiometrischen Messungen, sowie die aus der 


Tabelle XXIV. 





Summe Mittelwerte 
der der 
basischen | HCl- Bindung 
Eiweibkiérper Aminosiuren Bindung im 
inlg Protein kondukto- | Aktivit&éts- 
nach metriseh maximum 
E. J. Cohn bestimmt 


. Maximale 
HCl- HCl- 
Bindung 
potentio- 
metrisch 
ermittelt 


Beobachter 


Glutin 106,6.10-5' 925.10°° 98.1075 98.105 EJ. Cohn 
93.5 Hitchcock 
98 Pauli- Wit 
Ovalbumin 64,9 64 
110 Frisch-Pauli- Valko 


Seralbumin | 140,4 f 155 1 Cohn 
11 135 » Frisch-Pauli- Valko 
147 Pauli- Blank 


Pseudo- 102,8 85 Cohn 
globulin 145 Pauli- Blank 
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Summe der basischen Aminosiuren des betreffenden Proteins ab- 
geleiteten (nach E.J.Cohn,1.c.) verfiigbaren seitenstaindigen Amino- 
gruppen. Sowohl die Héchstwerte als auch unsere Bindungsoptima 
geben zumeist einen symbaten Gang mit dem Gehalt an seitenstandigen 
Aminogruppen der einzelnen Proteine. 


Eine bemerkenswerte Divergenz zeigt die Abhangigkeit des einerseits 
konduktometrisch bestimmten Optimums der H*-Bindung, andererseits 
der aus Aktivititsmessungen abgeleiteten maximalen Séurekapazitat von 
der Proteinkonzentration, bezogen auf 1 g Protein. In der Tabelle X XV 
sind diese Daten fiir das am besten studierte Ovalbumin zusammen- 


gestellt. 
Tabelle XXV. 





Eiweib- Konduktometrisch Eiweif- Potentiometrisch 
konzentration | ermittelte maximale konzentration ermittelte maximale 

O'9 H Cl-Bindung 9/5 H Cl-Bindung 
1,44 62.1075 061 133 .10-° 

2,21 65 1,01 110 

2,90 63 1,22 94 

3,67 65 2,44 92 

5,10 64 -- — 


Danach wiirden mit steigendem Proteingehalt die konduktometrisch 
angezeigten leicht reagierenden Gruppen ungeandert bleiben, die im 
héheren SaéuretiberschuB reagierenden, potentiometrisch angezeigten 
abnehmen. Die neueren Untersuchungen iiber die elektrochemische 
Konstitution von EiweiBlésungen und die theoretischen Fortschritte, 
die hier vor allem an N. Bjerrums'! fundamentale Betrachtungen iiber 
die Zwitterionen in Ampholyten ankniipfen, werden bei Beurteilung 
dieses Verhaltens zu beriicksichtigen sein. Bjerrum hat an den aliphati- 
sclhen Aminosaéuren gezeigt, daB nur die Annahme, nach welcher sie 
im undissoziierten Zustande praktisch fast vollstandig aus Zwitterionen 
bestehen, die aus den positiven oder negativen Ilonen des Ampholyten 
durch Abgabe oder Aufnahme von H* gebildet werden, zu plausiblen 
Dissoziationskonstanten fiihrt. Es haben dann Beobachtungen Paulis* 
und seiner Mitarbeiter itiber die Wechselbeziehungen mabig konzen- 
trierter Neutralsalze und reinster EiweiSkérper dazu gefiihrt, eine 


1 N. Bjerrum, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 

2 Vgl. zu dem Folgenden die Zusammenfassungen in Kolloidzeitschr. 
40, 185, 1926; 58, 51, 1930 (daselbst auch Literatur), die noch durch den 
Hinweis auf die neuesten Arbeiten von Leslie J. Harris, Proc. Roy. Soc. |. 
104, 412, 1929 und (mit Birch) Biochem. Journ. 24, 1086, 1930, erganzt seien. 
Auf das fiir die Zwitterionenform sprechende Verhalten der Aminosauren 
bei der von Harris erfolgreich zum Nachweis verwendeten Sdrensenschen 
Formoltitration hatte bereits N. Bjerrum (1. c.) die Aufmerksamkeit gelenkt. 
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elektrostatische Wechselwirkung der Salzionen mit den Zwitterionen 
der Proteine anzunehmen, die als polyvalent angesehen wurden. 
L. Ebert* hat Bjerrums Anschauungen auf das Verhalten von Ampho- 
lyten in Medien mit kleinerer Dielektrizitaétskonstante ausgedehnt 
und aus der Lage des isoelektrischen Punktes bei verschiedenen Pro- 
teinen auf deren Vorliegen in zwitterionischer Form hingewiesen. 
Gleichzeitig hatte Pauli? die Reaktionsverhaltnisse von Eiweifkérpern 
mit Sauren aus dem Bestehen verschiedener Gleichgewichte von zwitter- 
ionischen und mit ionischen UberschuBladungen ausgestatteten Formen 
neben vollig neutralen abgeleitet, an die wir im folgenden ankniipfen 
wollen. Sie lassen sich zugleich an jiingst erschienene wichtige Versuche 
und Betrachtungen von H.H. Weber® anschlieBen. 

Durch Beobachtungen von Pauli und v. Klobusitzky an reinsten 
unter N-Atmosphare, bei Verwendung von Wasser von x = 1. 10~® 
und darunter, elektrodialysierten EiweiBkérpern erscheint es auf Grund 
von H-Aktivitéts- und Leitfahigkeitsbestimmungen sichergestellt, daB 
diese Proteine zu einem erheblichen Anteil aus Molekiilen mit Uber- 
schuBladungen bestehen. Man mu8 in den Proteinen neben Formen 
mit der gleichen Zahl von positiven und negativen Ladungen auch 
solche mit einer etwas verschiedenen Zahl derselben annehmen, so daB 
an derartigen Teilchen *A~*, A* (bzw. A”) und A° nebeneinander 
bestehen. Im isoelektrischen Punkt waren bei Ampholyten nach den 
Ableitungen Bjerrums mindestens 50 °,, simtlicher Molekiile in neutraler 
Form (als zwitterionische *A~ bzw. undissoziierte A°-Gruppen) vor- 
handen. Ahnliches miiBte fiir die einzelnen Gruppen an den Protein- 
molekiilen im isoelektrischen Punkte gelten. Aus den Schaitzungen 
H. H. Webers, die sich auf Warmeténung und Volumenanderung bei 
der Reaktion der Proteine auf der sauren und alkalischen Seite vom 
isoelektrischen Punkt stiitzen, wiirden hohe Aufladungswerte fiir die 
Zwitterionen hervorgehen. Altere Beobachtungen mit Samec* und 


' L. Ebert, Zeitschr. f. physik. Chem. 104, 147, 1923. 

2 Kolloidzeitschr. 40 und 58 1. c. 

3 H. H. Weber, Diese Zeitschr. 218, 1, 1930. 

* In den folgenden Ausfiihrungen ist also in Anlehnung an die Ver- 
haltnisse bei einfachen aliphatischen Aminosaiuren eine gruppenweise Zu- 
sammenfassung der einander nahestehenden basischen und sauren Gruppen 
zu zwitterionischen angenommen, was bei nicht zu verschiedenen Disso- 
ziationskonstanten und nicht zu groBen Abstinden derselben in erster An- 
niherung méglich ist und eine gewisse Anschaulichkeit gewahrt. Diese 
Betrachtungsweise, welche zwitterionische und iiberschiissige positive bzw. 
negative Gruppen trennt, wird spater einer allgemeineren, welche die 
positiven und negativen Gruppen, ihre Abstinde, also auch ihre topische 
Anordnung, sowie ihre Starken beriicksichtigt, weichen miissen, von der 
wir anscheinend bei den Proteinen noch weit entfernt sind. 

* Pauli, Kolloidchem. d. Eiwei8kérper 1920. Dresden-Leipzig. 
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neuere mit Gerd fiihrten Pauli zu dem SchlubB, daB diese verschiedenen 
Gruppen an den EiweiBmolekiilen in bestimmter Reihenfolge bei 
Saéurezusatz reagieren miissen. Es ist némlich zu erwarten, daB die 
H*-Aufnahme bei der Form A™ aus elektrostatischen Griinden am 
leichtesten, bei der Form *A~ schwerer erfolgen wird. Die Form A’ 
kénnte entweder infolge eines Gleichgewichts mit A unter Nach- 
bildung dieser Ionen oder durch direkte Aufnahme von H* an der 
Reaktion mit Saure beteiligt sein. Die Reaktion von A~ mit H* kénnte 
wieder in zweifacher Weise vor sich gehen: 


I. NH,.R.COO- + H*—» ‘NH,.R.COO- . . (*A-) 
Il. NH,.R.COO- + H*t-—» NH,.R.COOH . . (A°) 


DaB iiberhaupt der Saurezusatz anfangs mit einer Abnahme einsinniger 
ionischer und Zunahme einer neutralen Form (“A~ oder A°) erfolgen 
muB, erscheint durch das dabei erfolgende Sinken der Viskositit 
und Wachsen der Koagulierbarkeit mit Sicherheit erwiesen. Ferner 
sprechen schon die Grunderfahrungen tiber das Zwitterionengleich- 
gewicht fiir die Reaktion AT-—» ~A*. Die Bildung positiver Ionen 
bei niederem Séurezusatz wirde also einer Reaktion von Aminogruppen 
zur Ammoniumform (an A” oder zum Teil an A®°) entsprechen. Die 
Betrachtungen von L. Ebert! iiber die lonisationswirme der Reaktion 
Proteianion + H* und ihre nahere Durchfiihrung durch H. H. Weber 
erscheinen dieser Auffassung durchaus giinstig, Mit Saure reagieren, 
wie wir somit annehmen méchten, zunaichst die A” (und dazwischen 
ein wahrscheinlich geringer Teil der A°-Formen) und erst bei weiterem 
Zusatz infolge Zuriickdrangung der Dissoziation der Carboxylgruppen 
die *A” Gruppen. Diese zwei Reaktionstypen der H*-Aufnahme an 
sauren und an basischen Gruppen werden stetig ineinander tibergehen. 
Beim kleinsten px werden schlieBlich die schwachsten, véllig aminoly- 
sierten, basischen Gruppen von der Saure erfaBt. 


Die von der Leit{dhigkeitstitration angezeigte Saiurebindung wire 
jedenfalls nicht die letzten, am schwersten unter H*-Aufnahme reagie- 
renden Gruppen betreffen. Die durch die potentiometrische Messung 
bestimmte, mit der Konzentration abnehmende Saurekapazitat des 
Ovalbumins kénnte zunachst als Reaktionswegfall an H* aufnehmenden 
Gruppen gewertet werden, falls man unserem Ovalbumin in niedrige! 
Konzentration eine stairkere Mobilisierung der unter H*-Aufnahm 
reagierenden Gruppen oder in seinen héheren Konzentrationen eine 
anderweitige teilweise Verdeckung dieser Gruppen zuschreiben will. 
Man kénnte versuchen, ein solches Verhalten aus einer konzentrations- 
abhangigen Zunahme der Teilchenassoziation herzuleiten. Auf dir 


' LL. Ebert, Zeitschr. f. physik. Chem. 121, 385, 1926. 
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Méglichkeit von Assoziationen bei nicht extrem gereinigtem Ovalbumin 
weisen Versuche von Th. Svedberg! mit der Ultrazentrifuge hin, welche 
in solchen Fallen an einem stetigen Ansteigen des mittleren Molekular- 
gewichts mit der Konzentration sich erkennen lassen. Auch mu in diesem 
Zusammenhang vor allem auf 8S. P. L. Sérensens? Auffassung der Pro- 
teine als reversible Komponentensysteme, die gerade fiir das Verhalten 
von Mischsystemen bedeutungsvoll sein diirfte, verwiesen werden. 
Allein gegen die Mitwirkung solcher Assoziationen bei unserem an- 
scheinenden Konzentrationseffekt spricht einerseits die allgemeine 
Erfahrung, daB dieselben im allgemeinen kein Hindernis fiir ein voll- 
standiges Durchreagieren zu bilden pflegen. Ferner miiBten die Dis- 
krepanzen stark in den héheren Konzentrationen ansteigen, in Wirklich- 
keit erscheinen jedoch die Bindungswerte bei niederem Proteingehalt 
auffallend hoch und nahern sich mit dessen Ansteigen der Konstanz 
(Tabelle XXV). Dieses Verhalten wiirde wohl auch gegen einen Hydra- 
tationseinfluB sowie gegen eine starke Rolle von Anderungen des lésenden 
Raumes in diesem Bereich als Erklarung sprechen. 

Die niedrigen Daten, die H. H. Weber’ jiingst fiir Siurebindung von 
Glutin, Seralbumin, Globulin und Ovalbumin mitteilt (Tabelle X XVI) 
und die fiir die drei erstgenannten Proteine unseren konduktometrisch 
bestimmten nahe stehen, kénnten, wenigstens zum Teil, mit den sehr 


Tabelle XXVI. 
(Nach H. H. Weber.) 





. Stiurebindun ro 1g in Grammiquivalenten 
Protein- " &P 6 eee 


Eiweifikérper konzentration 





nach in 80 °/,igem 


potentiometrisch Linderstrom- Lang Alkohol 


0 


Gluatin 3,57 85.1075 83 .10-" 81.1075 
83 
87 
Seralbumin 6,68 126 127 
123 


Pseudoglobulin 10,4 89 92 92 
(in 0,9°% ig. NaCl) 82 94 91 
Ovalbumin 9,25 87 87 86 
14,4 85 86 86 
Der EiweiBgehalt der elektrometrisch gemessenen Versuchslésungen 
betrug 0,4 bis 0,9, in organischen Lésungsmitteln etwa 0.1 des Eiweib- 
gehaltes der Stammlésungen. 


' Th. Svedberg u. J. P. Nichols, Journ. Amer. chem. Soc. 48, 3081, 1926. 
2 Vgl. die Zusammenfassung in Kolloidzeitschr. 53, Heft 1 bis 3, 1930. 
° H.H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1930. 
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hohen von ihm untersuchten Proteinkonzentrationen zusammenhange: 
Ebenso wirden die Schwankungen in den Angaben derselben unc 
verschiedener Autoren von diesem Gesichtspunkt, aber auch vom 
Standpunkt der Mischsysteme aus zu priifen sein, woriiber weite: 
ausholende Versuche am Institut im Gange sind. Wie sich herausstellte. 
scheint es sich namlich um eine sehr allgemeine, nicht nur die Aufnahme 
von H-Ionen betreffende Erscheinung zu handeln, die noch eines sorg- 
faltigen Studiums bedarf. 

Auch die Werte (Tabelle X XVI) bei der Titration nach Willstdtter 
und Linderstrém-Lang in 80°,ig. Aceton und in 80° ig. Alkohol, die 
jedoch an relativ tieferen Proteinkonzentrationen von H. H. Weber ge- 
wonnen wurden, sind niedrig und liegen den bei hohen Proteinkonzen- 


trationen in wasseriger Lésung gefundenen nahe. Unseres Erachtens ' 
miissen die hier vorhandenen Ubereinstimmungen jedoch mit einer ge- | 


wissen Vorsicht beurteilt werden. Infolge der geanderten Dielektrizitats- 
und Dissoziationskonstanten kénnen namlich in diesen Medien, wie 
dies L. Ebert fiir die aliphatischen Aminosduren ausgefiihrt hat, Uber- 
fiihrungen von *A-—» A° erfolgen, wobei es infolge saéureamid- 
artiger Kondensationen zu nicht immer reversiblen Reaktionen zwischen 
Amino- und Carboxylgruppen auch benachbarter Proteinteilchen 
kommen kénnte!?, die sich als Dehydratation und Flockung der Eiweil- 


kérper kundgeben. Mit diesen als Triibung und Niederschlagsbildung | 


auftretenden Verainderungen, wie sie auch H. H. Weber in seinen Ver- 
suchen beschreibt, wiirde jedoch unter Umstanden eine Verminderung 
der Gruppen, die H* aufnehmen oder abgeben kénnen, einhergehen. 
Fir die in vieler Hinsicht der Alkoholkoagulation analoge Hitze- 
gerinnung wurde ibrigens beim Ovalbumin der direkte Nachweis 
einer Abnahme der Séure- und Laugenbindung erbracht (B. M. Hendrix 
und V. Wilson?) und in aéhnlicher Weise erklart. 


1 Vgl. Kolloidzeitschr. 41, 27, 1930. 
2 B. M, Hendriz und V. Wilson, Journ. of biol. Chem. 79, 389, 1928. 
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39, 1928. 


Zur Kritik der Bestimmung des in der sogenannten 
Oxyproteinsiure-Fraktion des Harnes enthaltenen Stickstoffs. 


Von 
Berthold Weissberg. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 28. Januar 1931.) 


Die nachfolgenden Untersuchungen wurden urspriinglich in Angriff 
genommen, um das Verhalten des Stickstoffs der sogenannten Oxypro- 
teinsdure-Fraktion (OPS-F) des Harnes bei Carcinomkranken mit aus- 
gesprochener Kachexie festzustellen. Seit der Entdeckung dieser 
Substanzen durch Gottlieb und Bondzynski wurden solche Unter- 
suchungen wiederholt angestellt; doch schwanken die angegebenen 
Werte je nach der angewandten Methode in weiten Grenzen. 

So bestimmten Salomon und Saz! den Quotienten OPS-F-Stickstoff 
: Gesamt-Stickstoff im Normalharn mit 1 bis 2%; dagegen fanden sie bei 
Carcinomkranken 2,5 bis 3,5% des Gesamt-Stickstoffs als OPS-Stickstoff. 
Sassa fand beim Normalen 4,6 bis 4,7% OPS-F-N, beim Krebskranken 
jedoch 5,0 bis 9,65% usf. 

Gemeinsam war jedoch allen diesen Untersuchungen die Fest- 
stellung einer deutlichen Erhéhung gegeniiber den entsprechenden 
Normalbefunden. 


Unsere eigenen, nach dem Verfahren von Fiirth gewonnenen 
Analysenresultate seien gleich an dieser Stelle angereiht. Drei unter- 
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suchte Normalharne ergaben: 3,1, 3,5 und 4,1 °,, also im Durchschnit! 
3,56 °,. Diese Werte kommen den von Fiirth gefundenen Mittelwerten 
(3,15°,) befriedigend nahe. Acht untersuchte Carcinomfille zeigten 
jedoch das aus der vorhergehenden Tabelle ersichtliche Verhalten. 


Es ergaben sich also unerwarteterweise ungemein schwankende 
Zahlen, ohne daB sich etwa eine durchgehende Vergr6éBerung, noch auch 
ein Parallelgehen der gefundenen Werte mit dem Grade der Kachexie 
hatte feststellen lassen. Dieses Verhalten, sowie einzelne Beobachtungen, 
die wir im Verlauf unserer Untersuchungen zu machen Gelegenheit 
hatten, muBten bei uns Bedenken gegen das angewandte Verfahren 
erregen und uns schlieBlich zu einer kritischen Revision desselben 
veranlassen. 


Die von uns benutzte Fiirthsche Methode zur Bestimmung des OPS-F - 
Stickstoffs besteht kurz in folgendem [Details sind in der Originalarbeit 
nachzulesen (1)]. 


1. Der zwecks besserer Vergérung mit Wasser verdiinnte. Harn wird 
mittels eines Soja-Ureaseprdparates vom Harnstoff befreit. Nach vollendeter 
Vergaérung wird das entstandene Ammoniumcarbonat durch Zusatz von 
Schwefelsdure in Ammoniumsulfat tibergefiihrt und hierauf der Harn zum 
Sirup eingeengt. Sodann wird 2. zwecks Entfernung der Alkalisulfate und 
eines GroBteils des Ammonsulfats der Sirup in Alkohol aufgenommen, 
wobei die alkoholunléslichen Sulfate ausfallen, und von diesen abfiltriert. 
Der Riickstand wird wiederholt mit Alkohol nachgewaschen, der Schwefel- 
sdureiiberschuB in den vereinigten Filtraten durch Ammoniak neutralisiert 
und hierauf auf dem Wasserbade eingedampft. 3. Nun setzt man zum ein- 
gedampften Riickstand auf je 100 cem Harn 100 ccm gesattigter Bar ytléosung 
hinzu und kocht, bis kein NH, mehr entweicht. Bei dieser Prozedur gehen 
die OPS in ihre wasserléslichen Bariumsalze iiber. Der Uberschu8 von 
Ba(OH), wird durch Einleiten von CO, entfernt; hierauf wird vom aus- 
geschiedenen Bariumcarbonat abfiltriert und das Filtrat mit Hilfe von 
Kieselgurpulver auf dem Wasserbad zum Trocknen gebracht. 4. Das so 
erhaltene staubtrockene Pulver wird nun zwecks Entfernung alkohol- 
léslicher Beimengungen durch zwei Stunden mit 96,5°%igem Alkohol 
extrahiert. Der Riickstand wird durch mehrmaliges Kochen mit Wasser 
ausgelaugt und aus den vereinigten Waschfliissigkeiten, der sogenannten 
Barytfraktion, werden nun 5. die Oxyproteinséuren mit Merkuriacetat be: 
sodaalkalischer Reaktion gefallt. Im Niederschlag wird der N nach Kyjelda// 
bestimmt. 


Zu den einzelnen Arbeitsgingen ist nun zu bemerken: 


1. Vergirung des Harnstoffes mit Urease. 


Die Vergarung des Harnstoffes in einer gréBeren Harnmenge, die in 
einer Anzahl von Fallen ohne jede Schwierigkeit gelingt, st68t anderersei's 
wiederholt auf bedeutende Hindernisse. Eine dieser Schwierigkeiten ist dic 
Beschaffung von Sojabohnen, welche einen geniigend hohen Ureasegeha!t 
besitzen. Obwohl wir Bohnen verschiedener Provenienz verarbeiteten wid 
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uns sowohl Ureasenlésungen nach der Methode von Marshall als auch 
lrockenpraparate nach Revoltella darstellten, erhielten wir haufig so wenig 
wirksame Produkte, daB in einer ganzen Anzahl von Fallen trotz wieder- 
holten Zusatzes von neuer Fermentlésung und nochmaliger Verdiinnung 
selbst nach mehrtaigigem Stehen im Brutschrank nicht einmal die Halfte des 
vorhandenen Harnstoffes in Ammoniumcarbonat verwandelt war. Ferner 
lieB es sich oft auch durch reichlichen Toluolzusatz nicht verhindern, daB die 
Harne schlieBlich einer Zersetzung anheimfielen. In solchen Fallen, die sich 
dureh den Geruch und durch das Auftreten von groBen Mengen von freiem 
Ammoniak verrieten, muBte der Versuch aufgegeben werden, weil uns jeder 
Anhaltspunkt fehlte, ob und in welchem Mae auch die OPS-F angegriffen 
wiirde. Nicht selten hatten wir es auch mit einer Kombination dieser beiden 
Schwierigkeiten zu tun. 


2. Extraktion mit Alkohol. 


Der bei der Behandlung mit Alkohol zuriickbleibende Kristallbrei halt 
oft hartnackig gefarbte Substanzen zuriick. Zwecks Vermeidung der An- 
wendung zu groBer Alkoholmengen, welche die Analyse unnétig verteuern, 
empfiehlt es sich, zur restlosen Entfernung dieser Produkte den Riickstand 
im Soxhletschen Extraktionsapparat zu extrahieren. 

In den meisten Fallen ist das Filtrat durch feinste Partikelchen getriibt ; 
in solchen Fallen ist es nétig, durch ein dichtes Filter, wie es zur quanti- 
tativen Analyse verwendet wird, zu filtrieren, da sonst die beabsichtigte 
méglichst vollstandige Entfernung der Alkalisulfate nicht erreicht wird. 


3. Austreibung des Ammoniaks mit Baryt. 


Die jetzt folgende Barytbehandlung kann die Ursache einer bedeutenden 
Fehlerquelle sein. Es zeigte sich namlich, worauf schon frither von Fiirth (2) 
und Revoltella (3) hingewiesen worden ist, daB zur Austreibung des gesamten 
Ammoniaks der Zusatz von 100 cem Atzbarytlésung auf je 100 cem Harn 
meist nicht ausreicht. Setzt man aber schematisch mehr, z. B. 300 cem 
Barytlésung auf je 100cem Harn zu, dann entfaltet der iiberschiissige 
Baryt seine hydrolytische Wirkung, und dies um so mehr, je geringer die 
Konzentration des Harnstoffes urspriinglich im Harn gewesen war; denn ein 
um so gréBerer UberschuB von Ba(OH), bleibt unneutralisiert in Lésung. 
Um nun gleiche Versuchsbedingungen zu schaffen, geht man zweckmaBig so 
vor, daB man nur so viel Baryt zum kochenden Harn zusetzt, bis in einer 
entnommenen Probe, die dann zuriickgeschiittet wird, auf einen Tropfen 
Barytlésung keine Fallung von Bariumsulfat mehr auftritt. Da alles 
Ammoniak als Sulfat in der Lésung sich befindet, wird bei diesem Verfahren 
nur soviel Baryt zugesetzt, als nétig ist, um es aus dieser Verbindung in 
Freiheit zu setzen, ohne da jetzt noch die Gefahr einer unerwiinschten 
Hydrolyse bestiinde. Nachdem auf diese Weise alles Ammoniak ausgetrieben 
ist, setzt man noch Barytlésung bis zur bleibenden alkalischen Reaktion zu, 
um auch die OPS sicher in ihre Bariumsalze iiberzufiihren, und verfibhrt 
dann weiter nach der Orginalvorschrift. Bei Unterlassung dieser Vorschrift 
kann man feststellen, daB auch nach stundenlangem Kochen immer noch 
geringe NH,-Mengen sich entwickeln, die offenbar erst durch Hydrolyse 
entbunden werden. Wie bedeutend diese Fehlerquelle ist, geht wohl am 
besten aus den Befunden von Brings (4) hervor, der aus seinen Baryt- 
fraktionen durch andauerndes Kochen mit Barytlésung noch 21,5 bis 
36.6% des Stickstoffes als Ammoniak in Freiheit setzen konnte. 


8 * 
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4. EinfluB des Wassergehaltes des Alkohols. 

Eine weitere Schwierigkeit liegt in der Wahl der Extraktions. 
fliissigkeit. Schon Sassa (5) hat in einer Anzahl von Versuchen nacl:- 
gewiesen, daB die Léslichkeit der Bariumsalze der OPS in Alkoho| 
weitgehend von dessen Wassergehalt abhangig ist. 


So erzielte er bei Behandlung des Kieselgurpulvers 





Bei einer 
Ausgangs- Ausbeute 
menge von 


mt Geemtems: Albebol ..... sk te 6 ews ce 2000 cem 100 % 
(= Standard) 
Mit iiber CuSO, entwissertem, aber nicht voll- 
kommen H,O-freiem Alkohol ....... . 2000 , 69,5 % 


Die Ausbeute verringerte sich noch wesentlich bei Verkleinerung der 
Ausgangsmenge auf 500ccm, und zwar auf 60,2%. Auch wir kénnen 
dieses Verhalten bestatigen. Wir fanden naémlich in Kontrollversuchen : 





Bei einer Ausgangs- | 
menge von 


Harn bei Behandlung mit 


500 cem absolutem Alkohol . . . . 100,0% 
200 , A Sh diiel gr 3 
200 2 96,5°%igem Alkohol .. . 488% 


Kin zweiter Versuch ergab bei 


Extraktion mit absolutem Alkohol . . . 100 % 
97,3°% igem ,, ee C% 


Es ergaben sich also bei Verwendung von wasserhaltigem Alkoho!| 
ganz bedeutende Verluste, so daB wir nur absoluten Alkohol als zur 
Extraktion zulassig bezeichnen kénnen. Unter diesen Umstanden ist 
es auch nicht weiter verwunderlich, daB der zur Verwendung gelangte 
96,5 °,ige Alkohol sich nach der Extraktion im Kolorimeter drei- 
einhalbmal starker gefiirbt erwies als die entsprechende Kontrolle mit 
absolutem Alkohol. Da auch das Urochrom zur OPS-F gehort, ist es 
nicht ausgeschlossen, daB ein GroBteil des Verlustes gerade diesen 
Anteil betrifft. Weiter war auffallend, daB sich der wasserhaltige 
Alkohol im Gegensatz zum absoluten Alkohol nach einigem Stehen 
stets durch ausfallendes Bariumcarbonat triibte, ein Beweis, dal 
bariumhaltige Bestandteile in den wasserhaltigen Alkohol iibergegangen 
waren. Dementsprechend fanden wir auch, daB die nach der Alkohol- 
extraktion aus tom Kieselgurpulver wiedergewonnene Barytfraktion 
um so starker gefarbt war, je hdéher konzentriert der verwendete 
Alkohol war. 
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5. Isolierung der Oxyproteinsiure-Fraktion. 

Die Gewinnung der oxyproteinsauren Bariumsalze geschieht am 
hequemsten auch im Soxhletschen Apparat. Bei der nachfolgenden Fallung 
mit Mercuriacetat und Soda ist darauf zu achten, daB der Niederschlag nicht 
allzulange unfiltriert stehen bleibt, da sonst ein Teil der Fallung wieder in 
Losung geht und so zu niedrige Werte erhalten werden. 

Wenn wir die Gesamtheit aller dieser Schwierigkeiten iiberblicken, 
muB gesagt werden, daB die Methode wohl eine Orientierung tiber die 
GréBenordnung der im Harn enthaltenen Mengen der sogenannten 
Oxyproteinsdure-Fraktion gestattet und vor allem sich ausgezeichnet 
zur praparativen Darstellung derselben eignet, vorausgesetzt, daB 
gute Ureasenpraparate zur Verfiigung stehen. Angesichts der Schwan- 
kungsbreite jedoch, die sich schon bei der Analyse von Normalharnen 
zeigt, und angesichts der Fehlerquellen, die der Methode noch anhaften 
und die nur bei besonders vorsichtiger Arbeit vermieden werden kénnen, 
scheint sie vorderhand nicht geeignet, kleinere pathologische Ab- 
weichungen von der Norm, wie sie ja vielleicht bei Carcinom und anderen 
Kachexien vorhanden sein mégen, mit ausreichender Sicherheit zu 
erkennen. Es sei hier wiederum daran erinnert, dap die sogenannte 
Oxyproteinsdure-Fraktion alles eher als eine Gruppe chemisch definierter 
Substanzen ist, wie bereits O. Firth (6) in seinem Lehrbuch nach- 
driicklich hervorhebt. Dieselbe stellt vielmehr eben nichts anderes 
dar als eine Harnfraktion, die eine Gruppe anscheinend hochmolekularer 
EiweiBderivate einschlieBt. Dieselben erscheinen dadurch charak- 
terisiert, daB sie die Biuretreaktion und viele andere EiweiBreaktionen 
nicht mehr geben, von saurer Natur sind, in Wasser lésliche, in Alkohol 
unlésliche Bariumsalze bilden und durch Mercuriacetat bei schwach 
alkalischer Reaktion fallbar sind. Von einer chemischen Charakteristik 
der dieser Fraktion angehérenden Substanzen sind wir jedoch derzeit 
noch sehr weit entfernt, und es ware sicher sehr zu begriiben, wenn 
weitere Forschungen zu einer Auflésung dieses undurchsichtigen Ge- 
menges in chemische Individuen fiihren wiirden. 
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Uber die praktische Anwendung 
der kolorimetrischen Magnesiumbestimmung in der Biochemie. 


Von 


Jan Beeka. 


(Aus dem chemischen Institut der Tierarztlichen Hochsehule in Briinn, 
Tschechoslowakei.) 


(Eingegangen am 31. Januar 1931.) 


Seit einigen Jahren untersuche ich mit meinen Mitarbeitern den 
Einflu8 des Magnesiums auf den Mineralstoffwechsel, um die biologische 
Bedeutung dieses Elementes aufzukliren. Eine vollkommene Lésung 


dieses Problems ist jedoch ohne eine neue exakte und zweckmaBige 
mikroanalytische Methode zur Bestimmung des Magnesiums nicht 
méglich. Das Magnesium findet sich im Organismus iiberall nur in sehr 
kleinen Mengen und seine analytische Bestimmung ist, auch wenn man 
geniigend Material zur Verfiigung hat, auBergewohnlich schwierig und 
wenig genau. 

Zur Aufklarung der Beziehungen zwischen Magnesium und Calcium 
braycht man z. B. eine weit empfindlichere Methode als die bisher 
ublichen, und zwar muB die Empfindlichkeit mindestens zehnmal so 
groB als die der Calciumbestimmung sein, denn die Konzentration an 
Magnesium in den KOrperfliissigkeiten (z. B. Blutserum) ist ungefahr 
zehnmal geringer als die an Calcium. Die bisherigen Bestimmungs- 
methoden fiir Magnesium sind aber noch weniger genau als die fiir 
Calcium. 

In der Arbeit von Zahradntéek (10) wurde ein Weg gezeigt, wie man eine 
Fallungsreaktion zwischen dem Farbstoff Tropaéolin 00 und dem Magnesium- 
ion zur Magnesiumbestimmung mit geringen Mengen ausniitzen kann. 
Aber auch dieser Versuch kann nicht als eine befriedigende Lésung der 
Frage nach einer brauchbaren kolorimetrischen Magnesiumbestimmung 
bezeichnet werden. 

Bei _ griindlichem Literaturstudium fand ich noch einige Arbeiten, 
in denen Farbstoffe angegeben werden, die mit Magnesium sehr empfindliclie 
Reaktionen aufweisen. 
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Der erste, welcher auf die Entstehung farbiger Metallacke aus Co, 
\i und Mg mit Alkanna hinwies, war Jar. Formdnek (5), der auch genau die 
Absorptionsspektren dieser Verbindungen feststellte. 

Die Ursache der Reaktion des Alkannawurzelextraktes mit Magnesium 
studierte F’. Hahn mit seinen Mitarbeitern (6), welcher von den Oxy- 
anthrachinonen der Alkanna als empfindlichstes Reagens auf Magnesium das 
Tetra-oxyanthrachinon Alizarin Bordeaux empfahl. Die violette Farbe 
dieses Farbstoffs andert sich im alkalischen Milieu bei Anwesenheit von 
einigen Tausendstel Milligramm Magnesium in kornblumenblau. Diese 
Reaktion kann man zur kolorimetrischen Bestimmung des Magnesiumions 
im anorganischen Milieu verwenden. In einem Schreiben vom 12. Mai 
1929 teilte mir Professor Hahn noch vor der Publikation freundlicherweise 
seine Methode mit. 

M. Euler (3) bestimmte mit dem Hahnschen Reagens Magnesium und 
fand, daB es sich zur mikroanalytischen Magnesiumbestimmung vortrefflich 
eignet. 

Barnes (1) verwandte Diazoamino-Farbstoffe; er empfahl Claytongelb 
als ein sehr empfindliches Reagens auf Magnesium. 

Kolthoff (8) beniitzte dieselbe Verbindung zur quantitativen Magnesium- 
bestimmung in Wasser und anorganischen Stoffen; es ist der Farbstott 
Titangelb (B. D.H.), der mit dem Titangelb A (Griibler) und dem ,,Azidingelb 
5 G** laut Ullmann, Enzyklopidie der technischen Chemie (Bd. 2, S. 64, 1915), 
identisch ist. Das Azidingelb 5 G besteht aus zwei Molekiilen Di-hydro- 
thio-p-toluidin-sulfonséiure. Das Kolthoffsche Reagens ist in Wasser und 
Alkohol sehr leicht léslich, waihrend das Hahnsche sehr schwer léslich ist. 
Das Kolthoffsche zeigt im alkalischen Medium einen dunkelroten Farbton, 
und Kolthoff untersuchte unter verschiedenen Bedingungen die Empfindlich- 
keit dieser Reaktion. 

Kiirzlich (Mikrochemie, Emich-Festschrift S. 180, 1930) beschaftigte 
sich Kolthoff griindlich mit den neuen, kolorimetrisch benutzbaren 
Magnesiumreaktionen und verglich genau die Empfindlichkeit von 1. Titan- 
gelb G (Kolthoffs Reagens), 2. Hahnschem Reagens (1 -, 2 -, 5-, 8-Oxy- 
anthrachinon-Alizarincyanin), 3. Brillantgelb, 4. 0o-, p-Dihydroxy-azo-p- 
nitrobenzol, 5. Kongokorinth, 6. La Motte Purple, und kommt zu dem 
Ergebnis, daB das Titangelb alle diese Farbstoffe an Empfindlichkeit und 
Spezifitaét auf Magnesium iibertrifft. Nur die Anwesenheit von Kobalt und 
Nickel kann die Reaktion stéren, weil diese Metalle dieselbe Anderung des 
Farbtons geben wie Magnesium. 

Eegrive (2) unterzog sich der schwierigen Arbeit, die Empfindlichkeit 
aller Farbreaktionen auf Magnesium zu vergleichen; er bezeichnet von 
sechs derartigen Farbstoffen das Hahnsche und das Kolthoffsche als die 
empfindlichsten Reagentien. Weiter fand er, daB die Reaktion von Benzo- 
purpurin 4 B (By) und Diaminreinblau von farblosen Ionen am wenigsten 
gestért wird. Die Grenze der Empfindlichkeit fiir Titangelb ist 0,0001 mg 
Magnesium in | ccm. 


Alle diese Methoden haben gemeinsam, da das Magnesiumion in 
ein sehr wenig lésliches Hydroxyd iibergefiihrt und mit dem Farbstoff 
in einen Lack verwandelt wird. So gibt das Kolthoffsche Reagens einen 
roten, das Hahnsche einen blauen Lack. Die Reaktion wird durch 
Schwermetalle, namentlich Nickel und Kobalt, aber auch durch 
Anionen, wie PO,’, gestért. Die Anwesenheit von Calcium verstarkt 
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beim Koltho/fschen Reagens die Reaktion, in kleinen Mengen schadet es 
nicht. Ammonium stért dagegen die Bildung des Magnesiumlackes sehr. 


In kleinen Magnesiumkonzentrationen bildet sich ein sehr stabiles 
Kolloid, so daB die entstandenen Farbténe sehr leicht zu vergleichen sind. 
In gréBeren Konzentrationen wird jedoch der entstandene Lack schne!] 
ausgefallt und die Vergleichung ist unmdéglich. Darum kann man keine 
dauerhafte Vergleichsskala herstellen. Hahn vermeidet diese Schwierig- 
keit dadurch, daB er bei jeder Probe gleichzeitig einen Kontrollversuch 
mit einer bekannten Menge Magnesium ansetzt. Diese Arbeitsweise 
verringert jedoch die Schnelligkeit und Bequemlichkeit der Methode. 


Ich beseitigte diesen Nachteil dadurch, daB ich zu jeder Probe 
0,2 cem einer 0,5 °, igen Lésung von dialysiertem und auf 40° erwarmtem 
Agar zusetzte. Agar wirkt als Stabilisator, und die so hergestellten 
Proben halten sich im Dunkeln bis zu 48 Stunden unverandert. 


Ich arbeitete mit Hahnschem und Kolthoffschem Reagens. Ich 
unterscheide den Umschlag von Gelb zu Rot besser als von Violett zu 
Blau. Das ist aber individuell, andere unterscheiden vielleicht die blauen 
Farbténe besser, und ich halte daher beide Farbstoffe fiir gleich genau 
und geeignet zur Mikrobestimmung des Magnesiums. Die Vergleichung 
der Farbténe wird in gleich klaren Eprouvetten aus gleich starkem 
Glas in einem Komparator oder gegen eine kontrastgefarbte Flache 
ausgefiihrt. 


Mit einiger Ubung erkennt man leicht 0,0005 mg Magnesium, 
besonders wenn der Farbstoff nach meiner Vorschrift mit dialysiertem 
Agar stabilisiert ist. Zur Feststellung geringer Unterschiede kann man 
das Kolorimeter gebrauchen, aber gréBere Unterschiede als 0,001 mg 
kann man darin nicht vergleichen, was ein schnelles Arbeiten hindert. 
Das UmgieBen der Lésungen in kolorimetrische GeféBchen verschiedener 
Standarde und deren Reinigung ist sehr unbequem und die Genauigkeit 
ist nicht viel gr6éBer als bei Verwendung der Eprouvetten. Deshalb blie} 
ich bei der einfacheren Arbeitsweise und verglich die Farbreaktionen mit 
Standardlésungen von 0,000 bis zu 0,010 mg Magnesium. Die Differenzen 
zwischen den ganzen Mikrogrammen kann man schon im Stativ erkennen. 
Die Feststellung der Zehntel Mikrogramme macht man im Komparator 
mit einem gelbgriinen Filter bis 0,005 mg und mit einem griinen bis zu 
0,010 mg Mg. Eine Verringerung der Dicke der farbigen Schicht erzielte 
ich durch Eintauchen von Glasscheibchen aus Objekttragern (30 mm 
lang, 10 mm breit und 1 mm dick). Das Glas mu8 vollstandig farblos 
sein. Das Eintauchen von drei bis vier solchen Glasern gleicht bei 
Verwendung eines farbigen Filters eine Differenz von 1 wg aus. GréBere 
Differenzen kénnen so aber nicht mehr ausgeglichen werden. Das 
Eintauchen von einem Glasplattchen bewirkt noch einen sichtbaren 
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Unterschied in der Farbintensitaét. Man kann so noch ! ,, 4g Magnesium 
unterscheiden. 

Diese Tatsache brachte mich auf den Gedanken, das Pul/richsche 
Kolorimeter zu gebrauchen. Professor Duchdcek erlaubte mir, das 
Instrument in seinem Institut zu benutzen,; wobei mir Ingenieur 
Mesian (9) gefalligerweise half. 20 ug Magnesium in 100 cem Lésung 
geben bei passendem Filter noch 75 Teilstriche, so daB mit dieser 
Methode eine Genauigkeit bis zu 0,00001 mg Mg erreicht werden kann. 

Ich habe inzwischen auch beim Arbeiten nur mit Eprouvetten 
sehr gute und konstante Erfolge bei der Analyse von anorganischen 
Magnesiumlésungen, von Harn, Blut, Milech und Fleisch erzielt. 


Experimenteller Teil. 


1. Kontrolle der Angaben von Eegrive. 


Die Versuche wurden folgendermaBen angesetzt: 0.5 cem einer Losung 
von 10,14g MgSO,.7H,O auf einen Liter (davon enthalt 1 cem 1 mg 
Magnesium); diese Lésung verdiinnt 1: 100 (1 cem enthalt 0,01 mg 
Mg), 0,5 cem 2n NaOH, 0,5 cem destilliertes Wasser, zehn Tropfen einer 
alkoholischen Lésung von 0,1 g folgender Farbstoffe: Hahnsches Reagens. 
Titangelb, Toluylenorange R, Direktorange R (J), Benzopurpurin 4 B (L), 
Diaminreinblau FF (C). 

Es wurde festgestellt, daB bei dieser Versuchsanordnung das Titangelb 
die empfindlichste Reaktion gibt und da an zweiter Stelle das Hahnsche 
Reagens und Diaminreinblau kommen. 


2. Wiederholung von 1. bei Anwesenheit von 0,5 cem n/10 K,H PO,. 


Hier wiesen Titangelb und das Hahnsche Reagens noch ausreichende 
Empfindlichkeit auf. 


3. Priifung des Formdnekschen Prinzips auf seine Eignung zur quantitativen 
Analyse. 


Ich verwendete die bereits angefiihrten Farbstoffe und stellte die 
Bandenmaxima im Spektroskop fest. Die besten Resultate gab Diamin- 
reinblau, aber die Empfindlichkeit ist nicht besonders groB (1 mg Mg auf 
5 cem). 

4. Stabilisierung der Magnesiumlacke. 


Bei der Durchfiihrung der Reaktion mit einer Magnesiummenge von 
mehr als 0,01 mg zeigte es sich, daB alle Farbstoffe sehr rasch ausgefallt 
wurden. Als Stabilisatoren verwendete ich Gelatine, Gummi arabicum, 
Pferdeserum, Dextrin und Agar; ich fand, daB die Zugabe von 0,1 cem 
'/,% iger Agarlésung zu einer Probe das Ausfallen des Farbstoffs auch bei 
Anwesenheit von 0,020 mg Mg verhindert. Ich gebrauchte eine 0,5 °, ige 
Lésung. Gelatine und Dextrin eignen sich nicht dazu. 

Cellulosespuren aus Filtrierpapier fallen die Magnesiumfarblacke sehr 
rasch aus, und diese Fallung ist quantitativ; ich versuchte deshalb mit einer 
Emulsion aus Filtrierpapier die Ausfaillung zu beschleunigen, um das 
Sediment durch Zentrifugieren und Filtration in eine besser vergleichbare 
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Form zu bringen. Die Erfolge waren aber nicht befriedigend. Deshalb blieb 
ich beim dialysierten Agar. 

Die Dialyse fiihrte ich durch je zweimal 24 Stunden langes Eintauchen 
in 0,1 %ige Schwefelsiure und warmes Wasser durch. Undialysiertes Agar 
ist wegen seines Magnesiumgehalts als Stabilisator unbrauchbar. 


5. MeBbereich der Methode. 


Dieser Versuch wurde nach dem Schema des ersten durchgefiihrt, 
mit dem Unterschied, daB ich steigende Mengen an Magnesiumlésung von 
0 bis 2 cem zusetzte; 1 cem Lésung entsprach 0,01 mg Mg. Der Eprouvetten- 
inhalt wurde mit destilliertem Wasser auf 2 ccm aufgefiillt. 


Mg-Lésung: 0,00 0,1 0,2 0,3 0,4 — — 1,0 1,5 2,0 cem 
H,O: 2,00 1,9 1,8 1,7 16— — 1,0 0,5 0,0 ,, 
NaOH: je 0,5cem in alle Eprouvetten, 

Titangelb: je 2 Tropfen 

Agar: je 0,2 cem le 


Ich stellte fest,.da8B man schon am Eprouvettenstativ alle Farbténe von 
gelb bis violettrot in den Grenzen von 0,0 bis 0,01 mg Mg unterscheiden kann. 
Die Unterschiede in der Rotfarbung zwischen 0,01 mg Mg und 0,015 mg 
Mg sowie zwischen 0,015 und 0,02 mg Mg sind klar erkennbar. Feinere 
Unterschiede lassen sich bei den hGheren Mg-Konzentrationen am Stativ nicht 
mehr feststellen. 


6. Feststellung des Einflusses der Farbstoffmenge. 


Der Versuch 5 wurde mit der Anderung wiederholt, daB in einer zweiten 
Versuchsreihe drei Tropfen, in einer dritten vier, in einer vierten fiinf 
Tropfen der Farbstofflésung zugesetzt wurden. Die auffallendsten Unter- 
schiede zeigten sich bei einem Gehalt von 0,0 bis 0,01 mg Mg und drei 
Tropfen Farbstoffzusatz. Bei hGheren Magnesiumkonzentrationen kann mar 
mehr Farbstoff zugeben, ohne daB sich die Deutlichkeit der Reaktion ver 
mindert; bei niedrigeren Mg-Konzentrationen wird aber dann der mat* 
gebende Farbton von der gelben Farbe iiberdeckt. 


’ 7. Verwendung des Dubosqueschen Kolorimeters. 


Es wurde festgestellt, daB einem Unterschied von 0,001 mg Mg im 
Kolorimeter bei einer 10mm dicken Schicht noch ein Unterschied von 
1,0mm entspricht. Deutlich sind die Unterschiede zwischen 0,004 und 
0,007 mg Mg, aber zwischen 0,008 und 0,010 mg nimmt die Empfindlichkeit 
schon ab. Zwischen 0,015 und 0,017 mg ist ein Unterschied von blo8 1,0 mm. 
Die Farbténe zwischen 0,000 und 0,003 mg und zwischen 0,007 bis 0,010 mg 
Mg lassen sich iiberhaupt nicht vergleichen, weil sich die Farbe qualitativ 
andert. Diesen Nachteil versuchte ich mit Lichtfiltern zu _ beseitigen: 
mit einem gelben Filter aus Celluloid kann man die Unterschiede in der 
Farbe etwas ausgleichen, fiir die Konzentrationen bis 0,006 mg Mg eignet 
sich besser ein gelbgriines und fiir die hGheren Konzentrationen bis 0,013 ein 
griines Filter. 

Nichtsdestoweniger kommt man mit weniger Standardlésungen nicht 
aus, weil die Zunahme der Farbintensitat von der Anderung des Farbtons 
iiberdeckt wird; diese lieB sich durch keinen der angewandten Filter aus- 
schalten. 
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8. EinfluB der Magnesiummenge und der Verdiinnung auf die Farbreaktion. 


Es wurden Proben angesetzt, die in einem Volumen 0,010 mg Mg 
enthielten, eine zweite Probe mit demselben Magnesiumgehalt wurde vor der 
Farbstoffzugabe auf das doppelte Volumen verdiinnt: Im Kolorimeter 
zeigte eine 5mm starke Schicht der ersten Probe dieselbe Farbstarke wie 
eine 10 mm starke der zweiten. Der gleiche Versuch wurde in den Konzen- 
trationen von 0,005, 0,050 und 0,100 mg Mg ausgefiihrt; iiberall hatte die 
doppelte Schicht der verdiinnten Lésung die gleiche Farbstarke wie die 
einfache der konzentrierteren Lésung. 

Weiter wurden Versuche in der Art durchgefiihrt, daB einmal 0,005 mg 
Mg vor der Mischung mit dem Farbstoffe und das andere Mal danach 
zugesetzt wurden: im Kolorimeter war kein Unterschied festzustellen. 
Wenn man aber die Magnesiumlésung in Anteilen bis auf 0,005 mg zugab, 
trat eine Abschwachung der Farbe ein. 

Ein weiterer Versuch, die Farbreaktion von 0,005 mg Mg mit der auf die 
Halfte verdiinnten von 0,010 mg Mg zu vergleichen, zeigte, daB durch die 
Verdiinnung irreversibile Veranderungen im Farbton entstehen: Die Proben 
lieBen sich iiberhaupt nicht vergleichen, weil der gelbe Grundton der Farbe 
verschwunden war. Das war auch dann nicht méglich, wenn mit destilliertem 
Wasser und ein bis zwei Tropfen Titangelb auf 1 cem Wasser verdiinnt wurde. 

Man kann daher die Vergleichs-(Standard-)lésungen nicht durch 
Verdiinnung der konzentrierten Lésungen zubereiten und es ist nicht méglich, 
eine kolorimetrische Vergleichstitration durch Zugabe der Magnesiumlésung 
zur Kontrolle auszufiihren. 


Praktische Ausfiihrung der Bestimmung. 
9. Methode zur Bestimmung kleinster Magnesiummengen. 


Nach der Untersuchung aller oben angefiihrten Versuchsbedingungen 
konnte an die praktische Ausarbeitung einer Methode zur Bestimmung 
kleiner Magnesiummengen gegangen werden. 

Die Magnesiummenge mu zwischen 0,000 und 0,01 mg Mg liegen. 
Bei Lésungen, deren Konzentration man nicht im voraus schatzen kann, 
fihrt man die Reaktion in der urspriinglichen Lésung und dann in den 
Verdiinnungen 1:10 und 1:100 durch. Die Verdiinnung kann durch 
Tropfenzihlung hergestellt werden. Nach dem Vergleich der Probe mit der 
Skala kann man die genaue Verdiinnung der zu untersuchenden Lésung 
entweder durch Abpipettieren oder durch Abwiegen herstellen. Mit Vorteil 
lieB sich auch die Torsionswaage verwenden: die Fliissigkeiten wurden zur 
Wagung in gewogene, hakenférmig gebogene Kapillaren eingesogen. Die 
Kapillaren wurden mit der zur Verdiinnung nétigen Menge destillierten 
Wassers durchspiilt, der Inhalt wurde in die Eprouvetten gegossen und die 
Reaktion durchgefiihrt. Ferner ist gut geeignet die Wagung auf asche- 
freiem Filtrierpapier, das dann in einem Platintiegel verbrannt wird (Harn, 
Blut). Fliissigkeiten kann man abpipettieren und auf entsprechende 
Konzentrationen verdiinnen. Hat man eine geniigende Menge der Lésung 
zur Untersuchung, kann man sie nach dem Hahnschen Verfahren ausfiihren. 


10. Feststellung der Léslichkeit des Magnesiumhydroxydes in Wasser. 
Eine Emulsion von 3% Mg(OH), wurde absitzen gelassen, zentrifugiert 
und dann von der klaren Fliissigkeit 11,0 mg in einer Kapillare auf der 
Torsionswaage abgewogen; ich verglich die Farbreaktion mit der Skala und 
fand, daB sie 0,003 mg Mg entsprach, was 0,027°, Mg ausmacht. 
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Auf dieselbe Weise wurde ein Versuch mit einer | °,igen Mg(OH) 
Emulsion gemacht: 
12,8 mg klare oT eee gaben den Farbton von 
1,6 ug Mg, d. Pa gt eae ‘ 0,013 
13,8 mg klare vitasieioel ‘eidiia din Paitin von 
ee a eG en ee ee 0.014% 


0.5% ige Mg(OH),-Emulsion : 
31,5 mg klare ntl <page gaben den Farbton von 
3,0 ug Mg, d. ee a 0,009 °,, 
17,0 mg klare siiasidahe item in n saihina von 
CaP Ne Be ee ee a a a te 0,006 &, 
Ergebnis: Die Léslichkeit des Mg(OH), nimmt bei konstanter Tem- 
peratur mit abnehmender Konzentration der Emulsion ab. 
Weiter erprobte ich den Einflu®8 von Salzen auf die Léslichkeit des 


Mg(OH),, und zwar in 3°%,iger Mg(OH),-Emulsion in physiologischer 


(0,85 °,iger) Kochsalzlésung: 
8,0 mg dieser — gaben den Farbton von 
3,0 ug Mg, d. tessa: Mae 0,030 9, 
10,0 mg dieser Fiiiesigiceit oilieais ‘dein Wedbten von 
re EE ey ade Ss = 0,040 %, 


Dieselbe Menge der physiologischen Kochsalzlésung gab keine Farb 
reaktion. 

Ergebnis: In physiologischer Kochsalzlésung lésen sich 0,040 °) Mg 
bei der gleichen Temperatur. Die Léslichkeit des Mg(OH), vergréBert sich 
bei Anwesenheit von NaCl um ein Viertel. 

Durch einen ahnlichen Versuch fand ich, daB die Léslichkeit von 
Mg(OH), bei Anwesenheit von Alkalisulfaten abnimmt. 

Die Methode eignet sich daher gut zur Bestimmung § geringer 
Magnesiummengen in anorganischen Lésungen. 


11. Bestimmung im Harn. 


In Vorversuchen stellte ich fest, da8B man zur Analyse am besten nur 
0,1 cem konzentrierten Harn oder besser 0,5 oder 0,8 cem des 1: 10 ver 
diinnten Harnes nimmt. 

Zur Feststellung, ob die anwesende Phosphorséure die Reaktion stért. 
diente folgender Versuch: 

0,3 cem Harn (1:10), 1,7 cem Wasser, 0,5 cem NaOH, drei Tropfen 
Titangelb. 

Zu derselben Probe gab ich vor der Farbstoffzugabe einmal 0,001 mg 
Mg, einmal 0,005 mg Mg. 


Ergebnis: Die erste Probe gab den Farbton von 5,0 ug Mg 
» Zweite ,, je i ae 
; dritte ~ = iiber 10,0 ,, ., 


Der Versuch wurde mit verschiedenen Verdiinnungen und mit ver 
schiedenen Harnen mit demselben Erfolge wiederholt. Die Anwesenheit von 
Phosphorsaéure stért also nicht, da alles zugegebene Magnesium quantitat! 
wiedergefunden wird. Die Farbe des Harns stért gleichfalls nicht, wenn man 
die Farbung im Komparator mit gelbgriinem, gelbem oder griinem Filte: 
beobachtet. 
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Proben mit demselben Harn in verschiedenen Konzentrationen ergaben 
immer konstante Ergebnisse. Auch die Analyse von verdiinntem und 
konzentriertem Harn sowie die Analyse von auf der Torsionswaage ein- 
rewogenem oder im Platintiegel verbranntem Material gab die gleichen 


Ergebnisse. 


ae ms aay 


12. Bestimmung im Serum. 


Aus griindlichen Versuchen ergab sich, daB man diese Methode zur 
direkten Bestimmung des Magnesiums im Serum, Plasma usw. nicht 
verwenden kann; wahrscheinlich stért der EinfluB des EiweiBes hier die rm 
Reaktion. rags) 

Es war daher nétig, nach bekannten Methoden das Eiweif8 aus den 
Lésungen zu entfernen und zu priifen, ob sich das Magnesium dann kolori- 
metrisch bestimmen 1laBt. x 


nae. 9 Ope 


Als EnteiweiBungsmethode verwendete ich bei der Serumanalyse die Ay. 
Fiskesche (4), welche wir auch bei der Bestimmung des Calciums im Serum 
gebrauchen: In einem Erlenmeyer-Kolben miBt man vier Volumen 10 ©, ige 
Trichloressigsiure ab und gibt unter Umschiitteln ein Volumen Serum, ; 
Plasma oder Blut hinzu. Der Kolben wird mit einem Gummistépsel ver- 
schlossen und gut durchgeschiittelt. Dann wird durch ein aschenfreies 
Filter filtriert. 

Priifung des Einflusses der Trichloressigsiure auf die Reaktion: 


1.0 cem Trichloressigsaure, 1,0 cem Wasser, 

5 ug Mg, 5 ug Mg, 

neutralisiert mit 0,4 cem NaOH. 

drei Tropfen Titangelb, drei Tropfen Titangelb, 
destilliertes Wasser zu 2 ccm, destilliertes Wasser zu 2 ccm, 
0,5cem NaOH. 0,5 cem NaOH. 


Ergebnis: Der Farbton in beiden Eprouvetten entsprach genau 
5g Mg. Ich wiederholte den Versuch mit verschiedenen Mengen von 
Trichloressigséure. Vor der Zugabe des Farbstoffs muB die Saéure neutralisiert 
werden oder man verdiinnt in dem Moment, wo sich der Farbton zu ver- 
indern beginnt, die Lésung auf 2cem, und gibt schlieBlich 0,5cem NaOH zu. 
Dann gibt die Methode gute und gleichmaBige Ergebnisse. 

Bestimmung im Serum einer gesunden Kuh: Das Serum wurde nach 
Fiske enteiweiBt und mit dem Filtrat die Reaktion angestellt: 1 cem Serum, 
4cem Trichloressigsiure, 1 cem Filtrat 0,2 cem Serum. 


0,5cecem Filtrat, 0,8 cem Filtrat, 

0.3 cem NaOH zur Neutralisation, 0,5 cem NaOH zur Neutralisation, 
1,2 cem Wasser, 0,7 com Wasser, 

drei Tropfen Titangelb, drei Tropfen Titangelb, 

0,5cem NaOH. 0,5 cem NaOH. 


Ergebnis: Die Proben gaben eine Farbung entsprechend 3,8 und 
6.8 4g Mg. 100ccem Serum enthielten also 3,8 und 4,2 mg Magnesium. 
Durchschnitt 4,0 mg Mg. 

Die Bestimmung im Serum eines gesunden Esels wurde analog wie die 
vorhergehende durchgefiihrt und gab folgende Resultate: 


0,5cem Filtrat gaben den Farbton von 2,25 ug Mg, 
ae ~ a ‘a » a ee 


in 100 cem Serum sind also 2,20 bzw. 2,20 mg Mg enthalten. 
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Eine analoge Bestimmung im Serum eines gesunden Pferdes gal 
folgendes Ergebnis: 


0,5cem Filtrat gaben die Farbung von 2,25 ug Mg. 
.20 


iO sy, os * % % ” 9 


in 100 cem Serum sind also 2,25 bzw. 2,13 mg Mg enthalten. 

Aus den Zahlen geht hervor, da die Methode bei zwei Messungen einen 
Fehler von ungefahr 5% aufweist, was als befriedigender Erfolg gelten kann. 
Die Durchfiihrung der Analyse vom Abmessen des Serums bis zum Vergleich 
im Komparator dauert nicht langer als eine Viertelstunde, so daB sich die 
Methode gut fiir Massenanalysen eignet. 


13. Magnesiumbestimmung in kleinen Fleischmengen. 


Die Fleischproben wurden auf einem austarierten Stiickchen aschen- 
freien Filtrierpapiers auf der Torsionswaage abgewogen, und zwar in Mengen 
von 25 bis 200 mg. Die EnteiweiBung wurde entweder nach Fiske oder durch 
Veraschung durchgefiihrt. Einige Proben wurden mit Trichloressigséure 
verrieben, das Filtrat auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und der 
Magnesiumgehalt bestimmt. Andere Proben wurden im Platin- bzw. 
Porzellantiegel mit dem Papier vorsichtig verascht, zur Asche dann ein 
paar Tropfen normale Schwefelsiure zugegeben und mit destilliertem 
Wasser unter gutem Durchmischen auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt. 

Es wurde gepriift, ob bei dem VeraschungsprozeB ein Verlust an 
Magnesium entsteht. Jede Probe wurde vor der Veraschung mit einer 
bestimmten Menge von der Magnesiumkontrollésung vermischt. Aus den 
Versuchen geht hervor, daB Mengen von | bis 3 ug Mg mit Fehlern von 
5 bis 10% wiedergefunden wurden. 

Nach dieser Methode wurden Magnesiumanalysen in Rindfleisch, 
Pferdefleisch, WeiBfleisch (Truthenne) und Rahm durchgefiihrt. 

Die Bestimmungen in den Trichloressigsiure-Extrakten ergaben leider 
keine iibereinstimmenden Resultate; ich zitiere daher nur die Versuche nach 
der Veraschungsmethode. 

a) Rindfleisch. 

2 ccm Lésung enthielten die Asche von 42,5 mg; 1 cem gab die Farbung 
von 4,3 ug Mg, d.h. in 100g Fleisch sind 20,2 mg Mg enthalten. 

Die Asche von 24,5 mg in 1 cem Lésung ergab die Farbung von 4,3 jz 
Mg, d.h. 100g Fleisch enthalten 17,5 mg Mg. 

3ccm Lésung enthielten die Asche von 164,5 mg; 0,7 cem gaben die 
Farbung von 7,1 ug Mg, d. h. 100 g Fleisch enthalten 19 mg Mg. 


b) Pferdefleisch. 


3ccm Lésung enthielten die Asche von 142,5mg; 1 ecm ergab die 
Farbung von 9,0 ug Mg, d.h. in 100g sind 19,1 mg Mg enthalten. 

2cem Lésung enthielten die Asche von 66mg; 0,7 cem gaben die 
Farbung von 5,3 ug Mg, d.h. 100g Fleisch enthalten 21,8 mg Mg. 


c) WeiBfleisch (Truthenne). 


4cem Lésung enthielten die Asche von 188 mg; 0,6cem gaben « 
Farbung von 4,0 ng Mg, d.h. 100 g Fleisch enthielten 14,2 mg Mg. 
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0,8 ccm derselben Lésung gaben die Fiarbung von 5,3 4g Mg, d. h. 


100 g Fleisch enthielten 14,1 mg Mg. 
Die Asche von 34 mg in | cem Lésung ergab eine Farbung entsprechend 
5.7 ug Mg, d.h. 100g Fleisch enthielten 16,7 mg Mg. 
d) Rahm. 


Die Asche von 1 cem Rahm wurde in 5cem Wasser gelést; 0,5 cem 
Losung gaben ein Farbung entsprechend 8,0 ug Mg, d. h. in 100 cem Rahm 
waren 80,0 mg Mg enthalten. 

leem Rahm wurde mit 4cem _ Trichloressigsiure enteiweiBt und 
extrahiert; 0,5 cem Lésung gaben eine Farbung entsprechend 10,0 ug Mg, 
d.h. in 100 cem Rahm waren 100,0 mg Mg enthalten. 

Bei Versuchen mit Rahm waren konstante Resultate sowohl mit dem 
nach Fiske enteiweiBten Extrakt, als auch mit der Lésung der Asche zu 
erzielen; im ersten Fall lagen die Werte etwas niedriger. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine kolorimetrische Methode zur Bestimmung des 
Magnesiums in organischen und anorganischen Verbindungen be- 
schrieben, die auf Grund der Arbeiten von Hahn und Kolthof/ ausge- 
arbeitet wurde. Diese Methode erlaubt, den Magnesiumgehalt von 
0,1 cem Harn, 0,1 bis 0,2 cem Blut, Serum und Plasma, 0,1 g Fleisch bei 
Mengen zwischen 0,0 und 0,015 mg Mg mit einer Genauigkeit von 
0.0001 mg bei einer Differenz zwischen zwei Bestimmungen, die 
5%, nicht iibersteigt, zu bestimmen. 

2. Benétigte Gerate: Fiir die Reaktion braucht man eine Reihe von 
Eprouvetten aus gleich gefirbtem und gleich dickem Glas von genau 
gleichem Durchmesser, am besten von 16 mm Weite. Zum Vergleich der 
feinen Farbunterschiede eignet sich der Komparator zur kolorimetrischen 
pu- Bestimmung sehr gut. Als Lichtfilter dient ein gelb- oder grasgriines 
Glas oder ein Gelatineblatt oder Celluloidpapier derselben Farbe. 
Zum Abmessen der Lésungen werden Pipetten von 1 und 2 ccm Inhalt 
mit Teilung in zehntel Kubikzentimeter verwendet. Ferner braucht 
man einige mikroskopische Objekttraiger aus reinem, farblosem Glas 
(1 mm dick, 30 mm lang, 10 mm breit). 

3. Erforderliche Lésungen: a) 5°,ige Lésung von dialysiertem 
und auf 40° erwirmtem Agar. b) Lésung von kristallisiertem Magnesium- 
sulfat (MgSO, .7 H,O), 0,1014 g auf 1000 cem Wasser; 1 cem Lésung 
enthalt 0,01 mg Mg. c) 0,2 g Titangelb (B. D. H.) in 100 cem 50°, igem 
Alkohol. d) 2n Natriumhydroxyd (8 °%,ige NaOH). 

4. Durchfiihrung der Reaktion: In eine Reihe von Eprouvetten 
pipettiert man je 0,0, 0,1, 0,2 bis 1,2 com Magnesiumsulfatlésung ab und 
fiillt mit destilliertem Wasser auf 2,0 ccm auf. Jedem Glas werden dann 
0,2cem Agar, 0,1 ccm Titangelblésung und nach dem Durchschiitteln 
noch 0,5ccm Natronlauge zugesetzt. Die so hergestellten Standard- 
farbungen halten sich, im Dunkeln aufbewahrt, zwei Tage lang ohne 
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Veranderung der Farbe. Dann probiert man noch aus, wie viel Objekt- 
triger man in die Eprouvetten eintauchen mu8, um méglichst grofbe 
Ubereinstimmung der Farbung mit dem Standard zu erzielen. Fiv 
1 wg sind drei bis vier Glaser erforderlich, jedem Glase entsprechen also 
0,0003 bis 0,00025 mg Mg. 

5. Zur Analyse von eiweibfreien Lésungen wie Trinkwasser, 
Magnesiumhydroxydlésungen, Harn wurden die Lésungen in ver- 
schiedenen Konzentrationen in Eprouvetten abgemessen und die 
Reaktion genau wie bei der Herstellung der Standardlésungen durch- 
gefiihrt. Die geeignetste Verdiinnung der gepriiften Substanz, also mit 
einem Magnesiumgehalt von 0,0 bis 0,01 mg Mg, wurde mit der Skala 
verglichen. 

Praktische Ergebnisse: Die Léslichkeit von Mg(OH), sinkt bei 
konstanter Temperatur mit der Verminderung der Konzentration der 
verwendeten Emulsion. Durch Anwesenheit von Alkalisulfaten wird die 
Léslichkeit von Mg(OH), vermindert, in physiologischer Kochsalzlésung 
nimmt sie um 25°, zu. Bestimmungen im Harn ergaben konstante 
Resultate bei geringem und starkem Magnesiumgehalt, die Anwesenheit 
von Phosphorsdiure und die Eigenfarbe des Harns stéren nicht. 

6. EiweiBhaltige Stoffe wie Blutserum, Fleisch, Rahm, werden zur 
Analyse entweder im Platintiegel verbrannt, die Asche in einem Tropfen 
5°, iger Schwefelsdure gelést und auf ein bestimmtes Volumen (1 bis 
2ccem) aufgefiillt; dann erfolgt die Analyse, wie oben beschrieben. 
Oder der zu untersuchende Stoff wird nach Fiske enteiweiBt und das 
Filtrat zur Reaktion auf 1 ccm aufgefiillt und mit NaOH neutralisiert. 
Zur Analyse braucht man mindestens 0,2 ccm Blut, Plasma, Serum, 
Rahm oder 25 bis 30 mg Fleisch. 

Man kann die Methode zur Magnesiumbestimmung im Serum, 
Plasma usw. nicht direkt verwenden, weil das EiweiB die Reaktion stort. 
Die EnteiweiBung nach Fiske kann man nur bei Flissigkeiten anwenden, 
Fleisch muB verascht werden. Die Trichloressigséure selbst stért die 
Reaktion nicht. Der Fehler zwischen zwei Messungen betragt etwa 5"... 
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S. Hermann u. P. Neuschul: 


A. Ejinleitung. 


Die aus pharmakologischen Griinden vorgenommene Untersuchuny 
der Kombucha und ihrer Stoffwechselprodukte [S. Hermann (1) (2 
(3) (4)] fiihrte zur Reinziichtung eines Bakteriums, welches aus Alkoho| 
Essigséure bildet und daher in die Gruppe der Essigbakterien eingereilht 
werden konnte. Wegen seines hervorragenden Gluconsaurebildungs 
vermégens wurde diesem Spaltpilz der Name Bact. gluconicum gegeben 
[S. Hermann (5) (6)). 

Die nihere Untersuchung der biochemischen Eigenschaften dieses 
Bakteriums war fiir uns AnlaB, Vergleiche mit einer Reihe von anderen 
Essigbakterien auszufiihren. Es wurden 14 Stémme in ihrem Verhalten 
zu Kohlenhydraten, Alkoholen und Gluconsaéure untersucht und die 
gebildeten Stoffe qualitativ und quantitativ bestimmt. Dabei zeigte 
sich, daB die zur Untersuchung herangezogenen Essigbakterien in 
biochemischer Beziehung zwei voneinander deutlich unterschiedene 
Gruppen bilden, ein Umstand, der uns berechtigt, eine neue natiirlich 
Systematik der Essigbakterien in Vorschlag zu bringen. 


B. Methodik. 


x) Art und Herstellung der Nahrlésungen. 


Als Stickstoffquelle wurde fast ausschlieBlich 0,5° iges Hefewasser 
verwendet, welches nach der Vorschrift von Henneberg (7) hergestellt wurde. 
70 g frische Prefshefe wurde in | Liter Leitungswasser gut verriihrt, langsam 
im Laufe | Stunde zum Kochen erhitzt und dann noch eine halbe Stunde 
weiter gekocht. Die Suspension wurde in einem Standzylinder im Laute 
von 24 Stunden absetzen gelassen, abgehebert und die schwach gelb gefarbte, 
fast klare Lésung an drei aufeinanderfolgenden Tagen im Dampftopt 
sterilisiert. Durch entsprechendes Verdiinnen konnte die Konzentration 
von.0,5°, erhalten werden. 


Die zur Untersuchung gelangenden Substanzen wurden zu 2 oder 5°, 
in diesem verdiinnten Hefewasser gelést, 50 cem, in einigen Fallen 25 cem. 
dieser Lésungen in 100 cem fassende Erlenmeyerkolben eingefiillt, mit 
Watte verschlossen und ebenfalls an drei aufeinanderfolgenden Tagen je 
eine halbe Stunde lang sterilisiert. 

Da es in einigen wenigen Fallen nicht méglich war, die Bakterien in 
Hefewasser zum Wachstum zu bringen, wurden diese Versuche in Wiirze 
wiederholt. Zu diesem Zwecke wurde ungehopfte Bierwiirze auf 8° Balling 
mit Leitungswasser verdiinnt und wie oben sterilisiert. 

Die untersuchten fliichtigen Substanzen fiizten wir den Nahrlésungen 
nach dem letzten Sterilisieren mit Hilfe von Pipetten zu. 

In allen Fallen wurden mindestens zwei Parallelversuche durchgefiilrt 
im nachfolgenden Text und den Tabellen jedoch der gréBeren Uher 
sichtlichkeit wegen, immer nur eines der iibereinstimmenden Resultate 
angefiihrt. 
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$) Untersuchunesmethoden, 


Die Untersuchung der einzelnen Kulturen wurde nach bestimmten 
Zeiten durchgefiihrt. Dabei wurden entsprechende Mengen ent weder 
durch steriles AbgieBen oder aber mit Hilfe von sterilisierten Pipetten 
entnommen. Wir konnten durch vorsichtiges Arbeiten erzielen, 
daB auch bei 6fterer Entnahme von Untersuchungsmaterial und selbst 
monatelangem Stehen die Nahrlésungen nur in duBerst geringem 
Prozentsatz infiziert wurden. 

Um zu hinreichend eindeutigen Endwerten der Bakterientatigkeit 
zu gelangen, wurde fiir die im speziellen Teil angegebenen Zahlen und 
Tabellen im allgemeinen der Stand der Umsetzungen nach etwa drei 
Monaten angegeben. Nur vereinzelt wurden auch die Resultate nach 
anderen Zeiten angefiihrt. Das Wachstum der Bakterien erfolgte bei 
einer Temperatur von 20 bis 24°C. 

Die Titration der entstehenden Sauren wurde in allen Fallen mit 
n/l0 Natronlauge ausgefiihrt und unter Verwendung von Phenol- 
phthalein als Indikator in der Hitze zu Ende gefiihrt, da in der Kalte die 
Neutralisation mancher Saure, wie der Glucon- und Arabonsaure, sehr 
lange Zeit in Anspruch nehmen wiirde. Die Titrationswerte wurden 
dabei immer auf 10 ccm der Ausgangsnahrlésung berechnet, unter 
entsprechender Beriicksichtigung des Verdampfens des Lésungsmittels 
oder der Entnahme von Untersuchungsmateria!. Auch bei allen anderen 
quantitativen Bestimmungen wurde der Verringerung des Volumens in 
derselben Weise Rechnung getragen. 


Von Pentosen wurde nur die l-Arabinose (EF. Merck) witersucht. 
Als ihr einziges Oxydationsprodukt wurde /-Arabonsdure gefunden, 
die bei der Destillation mit Wasserdampf als nichtfliichtige Saure 
im Riickstand blieb und hier durch Titration mit Lauge quanti- 
tativ bestimmt werden konnte. Der qualitative Nachweis dieser 
Saure geschah durch Abscheidung ihres Calciumsalzes. Ein Teil 
der Nahrlésung, zumeist 20cem, wurde in der Hitze mit Calcium- 
carbonat genau neutralisiert, hei® filtriert, das Filtrat auf ein kleines 
Volumen eingedampft und mit Alkohol im UberschuB versetzt. Dabei 
fiel eine weibe, anfangs schmierige Masse aus, aus welcher nach kurzem 
Stehen das arabonsaure Calcium in feinen seidenglanzenden Nadeln oder 
in Kristallwarzen auskristallisierte. Die Masse wurde abfiltriert, 
durch Umkristallisieren aus sehr wenig heiBem Wasser gereinigt und 
iiber Caleciumchlorid getrocknet. Das Salz reduzierte nicht Fehlingsche 
Lésung und gab keine Orcinreaktion. Unter dem Mikroskop zeigten 
sich lange, deutlich prismatische Nadeln, die haufig am Ende ab- 
geschragt waren. Schon der Vergleich des makro- und mikro- 
skopischen Bildes mit dem des reinen l-arabonsauren Calciums, das 











A eee mez OE NOTE, EEE 7 








132 S. Hermann u. P. Neuschul: 


nach der Vorschrift von Ailiant (8) durch Oxydation von |-Arabinos 
mit Brom dargestellt wurde, ergab, wie die beiden Abbildunge: 
zeigen (Abb. 1 und 2), vollstandige Ubereinstimmung. 


Abb. 2. 
\rabonsaures Ca aus Arabinose Arabonsaures Ca nach Kiliani 
mit B. xvlinoides. dargestellt. 


Die chemische Identifizierung geschah durch Bestimmung des 
Calcitum- und Wassergehalts und des Schmelzpunktes des Phenyl- 
hydrazids. Der Calciumgehalt des tiber Calciumchlorid getrockneten 
Priparates wurde als Sulfat bestimmt und ergab im Mittel einen 
Wert von 8,62°,, Ca, der dem theoretisch berechneten von 8,69 °, sehr 
nahe kommt. 

Der Wassergehalt wurde durch Erhitzen bei 105° C ermittelt und 
ergab 18,6°, H,O. (Berechnet 18,9°,, H,O.) 

Das Phenylhydrazid wurde nach der Vorschrift von E. Fischer (9) 
dargestellt. Das Calciumsalz wurde in sehr wenig Wasser gelést, mit 
0,5 cem Phenylhydrazin und 0,5 ccm 50 °,iger Essigsaure versetzt und 
1'/, Stunden am Wasserbad erhitzt. In der Kalte schied sich eine braune 
Masse aus, die mit Tierkohle umkristallisiert, weiBe Kristallchen lieferte, 
welche abgesaugt und mit Alkohol und Ather gewaschen wurden. 
Der Schmelzpunkt lag bei etwa 210° C (unter Zersetzung) und entspricht 
ungefahr dem Fischerschen, der bei 215° gefunden wurde. 

Die Identifizierung dieses Salzes als l-arabonsaures Calcium 
Ca(C;H,O,). .5 H,O erschien demnach durchgefiihrt und damit der 
Nachweis der Séure als Arabonsdéure geniigend gesichert. 

Die angewandte d-Lédvulose (puriss. crist. 2. Merck) wurde nur 
durch ein Bakterium (Bact. gluconicum) zu 5-Ketogluconsaure oxydiert. 
Da sowohl die qualitative als auch die quantitative Bestimmung ebenso 
durchgefiihrt wurde wie bei der Glucose, so wird auf die im folgenden 
beschriebenen Methoden verwiesen. 

Als d-Glucose wurde Traubenzucker (reinst, wasserfrei, EL. Merck) 
benutzt. Der in den Nahrlésungen unverandert gebliebene Zucker wurde 
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ntweder im Garungssaccharometer nach Lohnstein oder bei Abwesenheit 
nderer reduzierender Kérper mit Hilfe der Bertrandschen (10) Methode 
vestimmt. 

1 bis 5cem der Nahrlésung wurden auf 20 cem verdiinnt und mit je 
20 cem der Kupfersulfat- und der alkalischen Seignettesalzlésung genau 
‘+ Minuten im Sieden erhalten. Nach dem Abkiihlen wurde die iiberstehende 
Fliissigkeit durch ein Allihknsches Rohr dekantiert und bis zur vollstandigen 
Saiurefreiheit mit Wasser gewaschen. Dabei ist darauf zu achten, daf 
méglichst wenig des Niederschlags auf das Asbestfilter gelangt und dieses 
stindig mit Fliissigkeit tiberdeckt ist, damit keine Oxydation des Kupfer- 
oxyduls eintreten kann. Der rote Niederschlag im Becherglas und am Filter 
wird nun in wenig konzentrierter Schwefelsiure, der Ferrisulfat zugesetzt 
ist, gelést und das gebildete FeSO, mit n/10 KMn0O, titriert. Durch ein- 
fache Umrechnung gelangt man zur Menge Kupfer, die dem Verbrauch an 
K MnO, entspricht und an Hand von empirisch gefundenen Reduktions- 
tabellen zur Glucosemenge. 

Wenn in einigen Fallen neben Glucose 5-Ketogluconsaure bzw. ihre 
Salze auftraten, die an der blaugriinen Orcinreaktion erkannt wurden 
[C. Neuberg (11)] war es nétig, beide Methoden, sowohl die Lohnstein sche 
als auch die Bertrandsche, anzuwenden. Die durch die Reduktions- 
methode erhaltene Kupfermenge wurde auf Glucose umgerechnet. 
Davon zogen wir die entsprechende Menge des nach Lohnstein gefundenen 
Zuckers ab und konnten aus der Differenz die Milligramm Kupfer 
berechnen, die der Ketogluconséiure entsprechen. Die so ermittelte 
Kupfermenge wurde nun mit Hilfe der von Bernhauer und Schén (12) 
empirisch gefundenen Reduktionstabellen auf Ketogluconsaéure bzw. 
ihr Caleiumsalz umgerechnet. 


Die manchmal auftretende, mit Wasserdampf fliichtige Siure wurde 
in allen Fallen als Essigsaure erkannt, und zwar an dem charak- 
teristischen Geruch des Essigsiure-Athylesters, der beim Erhitzen des 
Destillates mit Alkohol und konzentrierter Schwefelsiure auftrat. 
Die quantitative Bestimmung erfolgte durch Titration des fliichtigen 
Anteils mit n/10 Natronlauge. 


Als mit Wasserdampf nicht fliichtige Séure konnte immer Glucon- 
siure neben manchmal erheblichen Mengen von Ketogluconsaure 
nachgewiesen werden. Zur quantitativen Bestimmung wurde der 
Destillationsriickstand mit n/10 Natronlauge hei® titriert und die 
eventuell vorhandene Menge an Ketogluconséure, die wie oben 
beschrieben bestimmt worden war, von dem aus der Titration be- 
zeichneten Werte abgezogen. 


Der qualitative Nachweis der Gluconséure gelang ahnlich wie bei 
der Arabonsaéure durch Abscheidung als Calciumsalz. Eine bestimmte 
Menge der Nahrlésung — zumeist 20 cem wurde in der Hitze mit 
Caleiumecarbonat neutralisiert, filtriert, eingedampft und mit Alkohol 
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versetzt. Nach einigen Stunden bildeten sich aus der anfangs schmic 
rigen Masse weiBe, blumenkohlahnliche Kristallaggregate, welche im 
Mikroskop als auBerordentlich feine, kleine Nadeln erschienen. Dic 
Kristallmasse wurde abfiltriert, unter Verwendung von Tierkohle au- 
heiBem Wasser umkristallisiert und schlieBlich am Wasserbad getrocknet. 
Zur Identifizierung diente der Calciumgehalt, der Schmelzpunkt des 
Phenylhydrazids und die spezifische Drehung. 

Das Calcium wurde als Sulfat bestimmt und ergab Werte, die sich 
nur in den Hundertstelprozenten von dem fiir Ca(C,H,,0,).. H,0 
berechneten Gehalt an 8,94°,, Ca unterschieden. 

Das Phenylhydrazid wurde nach £. Fischer (13) dargestellt und gah 
hei den rein weiBen Nadeln Schmelzpunkte von 198 bis 200° C, die mit 
den Resultaten Fischers genau iibereinstimmten. 

Die spezifische Drehung wurde in etwa 5°,igen Lésungen bei 
20° C bestimmt und fiihrte im Mittel zu Werten von [a], + 6,2 bis 
6,4°, was ebenfalls mit den Ergebnissen Fischers beim Calciumgluconat 
im wesentlichen tibereinstimmt. 

Die Identifizierung des Calciumsalzes und damit der Saure al: 
d-Gluconsaure erschien demnach durchgefiihrt. 

Wurden Glucoselésungen mit Calciumcarbonat versetzt und beimpft, 
so war in einigen Fallen das feinpulverige Calciumcarbonat nach gewisser 
Zeit verschwunden und dafiir waren grobe, stark lichtbrechende, 
harte Kristallbildungen entstanden, die makro- und mikroskopisch das 
Bild des nach Kiliani (14) dargestellten Calcium-Ketogluconats boten. 
(Abb. 3 und 4.) Die Kristalle lésten sich sehr schwer in heiBem Wasser, 


Abb. 3. Abb. 4. 
Ca-Ketogluconat nach Ailiani 


Ca-Ketogluconat aus Ca-Gluconat 
dargestellt. 


mit B. gluconicum. 


gaben, in Salzsaure gelost, Fehlingsche Keduktion und starke blaugrune 
Orcinreaktion. Sie wurden aus viel heigem Wasser umkristallisiert und 
ihr Caleiumgehalt ermittelt. Die gefundenen Werte entsprachen der fu 
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‘alcium-Ketogluconat Ca(C,H,O,)..3 H,O berechneten Menge von 
8,34 %, Ca. 

Die Bestimmung des restlichen Zuckers und des gelést gebliebenen 
Calecium-Ketogluconats erfolgte ebenso wie in den Lésungen ohne 
Caleiumearbonatzusatz durch Kombination der Methoden von Lohnstein 
und von Bertrand. 

Gebildetes Calciumgluconat wurde bei Abwesenheit des Ketosalzes 
qualitativ und quantitativ in der Art bestimmt, daB eine genau ab- 
gemessene Menge der Lésung heiB filtriert, am Wasserbad eingedampft 
und mit Alkohol gefallt wurde. Die Kristallmasse wurde durch einen 
Glasfiltertiegel filtriert, getrocknet und gewogen. Es blieb eine nur 
schwach braun gefairbte Masse am Filter, die im wesentlichen aus 
Calciumgluconat bestand. Wegen der nur geringen Verunreinigungen 
konnte die so gefundene Menge direkt zur Berechnung des Calcium- 
gluconatgehalts verwendet werden. Die qualitative Analyse erfolgte 
wie oben durch Bestimmung des Calciumgehalts, des Schmelzpunktes 
des Phenylhydrazids und der spezifischen Drehung im umkristallisierten 
Produkt und ergab die fiir das Caleiumgluconat charakteristischen Werte. 

d-Galaktose (Schering-Kahlbaum) lieferte bei der Einwirkung der 
Bakterien in der Mehrzahl der Faille d-Galaktonsiure, die als mit 
Wasserdampf nicht fliichtige Siure mit n 10 Natronlauge titriert und 
so der Menge nach bestimmt werden konnte. Der qualitative Nachweis 
erfolgte als Cadmiumsalz. 20cem der Nahrlésungen wurden mit 
Cadmiumearbonat in der Hitze neutralisiert und hei® filtriert. Schon 
heim Abkiihlen fiel ein weiber pulveriger Niederschlag aus, der unter dem 
Mikroskop feine Nadeln zeigte, in heiBem Wasser sehr schwer léslich war 
und Fehling nicht reduzierte. Die Kristalle enthielten kein Calcium, 
weshalb die Bestimmung des Cadmiums als Sulfat durchgefiihrt werden 
konnte. [Das von Bertrand (15) unter ahnlichen Bedingungen gefundene 
galaktonsaure Calcium-Cadmium-Doppelsalz konnte von uns in keinem 
Falle nachgewiesen werden.] Der Cadmiumgehalt betrug im Mittel 
19.8%, Cd, war also etwas héher als der fiir Cd(C,H,,0,)..4 H,O 
berechnete von 19,57 °, Cd. Das Phenylhydrazid, welches ebenfalls zur 
Identifizierung des Cadmiumsalzes herangezogen wurde, ergab fiir das 
gereinigte Produkt, das aus weiben Blittchen bestand, einen Schmelz- 
punkt von 202°C. [Nach E. Fischer (16) betragt der Schmelzpunkt 
200 bis 205° C.] 

Der verwendete Rohrzucker wurde von einigen Bakterienstimmen 
zm Glucose + Fructose invertiert. Der qualitative Nachweis erschien 
durch das Auftreten einer Fehling-Reduktion und den positiven Ausfall 
der Seliwanoffschen Ketosenreaktion, sowie durch Polarisation erbracht. 
Quantitativ wurde die Reduktionskraft nach Bertrand bestimmt und 
mit Hilfe der von ihm angegebenen Tabellen (17) als Invertzucker 
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berechnet. Eventuell auftretende Saure wurde wie in den Glucosenah: 
lésungen bestimmt. 

In Maltose- (cryst. E. Merck) und Milchzuckerlésungen (D. A. B. ‘ 
E. Merck) konnten weder Saure noch andere neu auftretende Substanze:, 
nachgewiesen werden. 

In Raffinoselésungen (Th. Schuchardt, Gérlitz) trat vereinzelt 
Fehling-Reduktion und positive Seliwanof/-Reaktion auf. Ein Nachweis 
der entstehenden reduzierenden Zucker unterblieb, ihre Menge wurde 
jedoch nach Bertrand bestimmt und nach der Tabelle fiir Invertzucker 
berechnet. 

In Deztrinlisungen wurde das Auftreten von Fehling-Reduktion und 
von Sauerung gepriift. 

Die bei der Einwirkung der Bakterien auf Athylalkohol auftretende 
Saure war mit Wasserdampf vollstandig fliichtig und konnte leicht als 
Essigsiure identifiziert werden. 

Auch bei der Einwirkung auf Propylalkohol entstand in allen 
Fallen mit Wasserdampf fliichtige Propionsaure. 

In Glycerinlésungen traten manchmal starke Reduktionswirkungen 
gegeniiber Fehlingscher Lésung schon in der Kalte auf. Die Vermutung 
lag nahe, daB es sich dabei um die Entstehung von Dioxyaceton 

CH,OH 

to 

| 

CH,OH 
handelte, insbesondere, da dieses Produkt von verschiedenen Forschern 
| Bertrand (15) Virtanen und Barlund (18)] bei der Einwirkung von Essig- 
bakterien auf Glycerin nachgewiesen werden konnte. Ein weiterer 
qualitativer Nachweis unterblieb. Die quantitative Bestimmung wurde 
nach Bertrand durchgefiihrt, unter Zuhilfenahme der Reduktionstabellen 
von Bernhauer und Schén (19). 

Auch beim i-Erythrit (Th. Schuchardt, Gorlitz) trat in einigen 
‘allen Reduktion von Fehlingscher Lésung in der Kalte und nicht sehr 
deutliche Seliwanoff-Reaktion auf. Auch hier unterblieb ein qualitativer 
Nachweis, da nach den Angaben Bertrands (15) und nach dem sonstigen 
Verhalten der Bakterien die Anwesenheit der Ketose d-Erythruloxe 

CH, OH 


| 

CO 

| 
HCOH 


| 

CH, OH 
wahrscheinlich war. Da diese Substanz nicht isoliert und auch 
anderweitig nicht leicht beschafft werden konnte und da uns aucli 
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keine Reduktionstabellen bekannt waren, muBten wir bei der quanti- 
tativen Bestimmung nach Bertrand die Annahme treffen, daB 100 mg 
Erythrulose 170 mg Kupfer entsprechen. Auf Grund dieser Annahme 
wurden alle Berechnungen durchgefiihrt. 

Aus denselben Griinden wie beim Erythrit lie} auch beim Mannit 
(D. Ap. V. 4, #. Merck) und beim d-Sorbit (LE. Merck) das Auftreten von 
Fehling-Reduktion und der positive Ausfall der Seliwanoff-Reaktion 
auf die Entstehung der entsprechenden Ketose (d-Lavulose bzw. 
d-Sorbose) schlieBen, deren Menge nach der Bertrandschen Methode 
bestimmt wurde. Beim Mannit konnte bei einem Bakterium zwar 
Fehling-Reduktion, doch keine Seliwanoff-Reaktion beobachtet werden, 
was auf die Entstehung von Mannose hindeuten wiirde. Ein genauer 
Nachweis konnte wegen der entstandenen kleinen Mengen nicht 
durchgefiihrt werden. 

Da der Duleit (Th. Schuchardt, Gérlitz) nur durch ein Bakterium 
verindert wurde (Bact. gluconicum), wird die Untersuchungsmethode 
dort besprochen werden. 

Der qualitative und quantitative Nachweis der in vielen Fallen aus 
Caleiumgluconat und Gluconsdure entstehenden 5-Ketogluconsiure 
erfolgte durch sinngemaiBe Anwendung der bei den Glucoselésungen mit 
und ohne Calciumcarbonatzusatz besprochenen Methoden. 

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration in den einzelnen 
Nahrlésungen erfolgte im Doppelkeil-Kolorimeter nach Bjerrum- 
Arrhenius (Lautenschldger, Miinchen). Wir verwendeten die dem 
Apparat beigegebene Indikatorenreihe von Clark und Lubbs. 


C. Spezieller Teil. 


«) Ketogene Essigbakterien. 


1. Bact. gluconicum. 
I. Zur Morphologie des Bact. gluconicum. 


Bei der bakteriologischen Analyse der Kombucha konnte der eine von 
uns [S. Hermann (5)] ein Bakterium mit auBerordentlich starkem Glucon- 
siurebildungsvermégen isolieren, dem der Name Bact. gluconicum gegeben 
wurde. 

Uber die Morphologie des Bact. gluconicum ist in der zitierten Arbeit 
das Wichtigste gesagt worden. Es handelt sich um ein Bakterium, das auf 
Wiirzeagar in runden, kleinen Kolonien wichst, die von salbenartiger 
Konsistenz sind und nach einigen Tagen fleischfarbig werden. Auf fliissigen 
Nahrbéden findet keine Hautbildung statt, die Hauptmenge der Bakterien 
befindet sich am Boden und ist makroskopisch als fleischfarbener Belag 
am Grunde des GefiBes zu erkennen. Mikroskopisch sind ausschlief} lich 
kleine Einzel- oder Diploformen mit starker Bewegungsfaihigkeit zu sehen. 
Hypertrophische oder Involutionsformen konnten in keinem Falle beob- 
achtet werden. 
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Il. Chemische Verinderungen der den Naéhrlésungen zugesetzte: 
Substanzen durch Bact. gluconicum. 


Wie in allen Untersuchungen dieser Reihe wurde als stickstoffhaltige 
Nahrlésung 0,5 %iges Hefewasser nach der Vorschrift Hennebergs verwendet 
Die Beimpfung erfolgte am 20. Juli 1930 aus den Reinkulturen auf Wiirze 
agar. 
a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Arabinose wurde 7. 
2%, gelést und beimpft. Nach 2144 Monaten war an der Triibung und am 
Bodensatz starkes Bakterienwachstum zu erkennen. Die Reaktion gege1 
Lackmus war sauer, 10 ccm verbrauchten 8.5cem n/10 Natronlauge zur 
Neutralisation. Die Saure war nicht fliichtig und konnte durch das Calcium. 
salz als Arabonsaure identifiziert werden. In der Lésung waren demnach 
nach dieser Zeit 1,41 % Arabonséure vorhanden, die durch Oxydation von 
63 %, der angewandten Arabinose entstanden sind. 

Ldvulose, die zu 1,4% gelést wurde, zeigte nach 244 Monaten makro 
skopisch deutlich sichtbares Bakterienwachstum. Die Reaktion gegen 
Lackmus war stark sauer, die Orcinreaktion deutlich positiv. 10 ecm 
der beimpften Nahrlésung verbrauchten zur Neutralisation der fliichtigen 
Saure 6,2 ccm n/10 Natronlauge, zur Neutralisation der nichtfliichtigen 
Saure 4,1 ccm. Berechnet man die fliichtige Saéure als Essigséure, die 
nichtfliichtige als Ketogluconséure!, so kommt man zu folgenden Werten: 

0,37 %, Essigséure und 0,82 % Ketogluconsiure waren in der Lésung 
vorhanden. Der restliche Zucker wurde im Garungssaccharometer nach 
Lohnstein bestimmt und ergab 0,22%. Das px der Lésung war 3,5. Unter 
Beriicksichtigung der oben gefundenen Werte ergibt sich folgende Bilanz 

0,37 % Essigsiure entsprechen 26,5°% der urspriinglich angewandten 

Lavulose, 

0,82 % Ketogluconséure entsprechen 58,6% der urspriinglich an- 

gewandten Livulose, 

0,22% unveraindert gefundene Lavulose entsprechen 15,7% der 

urspriinglich angewandten Livulose. 

2% ige Ldvuloselésungen, denen zur Neutralisation der entstehenden 
Saéuren Calcium-Carbonat zugesetzt worden war, zeigten nach 21 Monaten 
deutliches Bakterienwachstum. Die Orcinreaktion war stark positiv, die 
Bestimmung der Ketogluconsiéure ergab einen Wert von 0,36 %, die durch 
Oxydation von 25,7 % der urspriinglich angewandten Lavulose entstanden ist. 

5 %ige Glucoselésungen zeigten nach 214, Monaten starke Triibung der 
Fliissigkeit und deutliches Wachstum der Bakterien am Boden des GefiaBes. 
Die chemische Untersuchung ergab folgende Resultate: Die Reaktion 
gegen Lackmus war stark sauer, Fehling wurde reduziert, und die Orcin- 
reaktion war deutlich positiv. Die Aziditét fiir 10 cem der Nahrlésung 
betrug 24,2°cem n/10 Natronlauge, davon entfielen fiir die fliichtige Saure. 
die als Essigséure identifiziert werden konnte, 4,5 ccm und fiir die nicht- 
fliichtigen Sauren, die als Glucon- und Ketogluconsaure in der Lésung vor- 
handen waren, 19,7 ccm. Die Berechnung ergibt also fiir die Essigsaure 
einen Gehalt von 0,27% und fiir die Glucon + Ketogluconséure 3,86 °,, 
Der restliche Zucker wurde im Garungssaccharometer nach Lohnstein be- 
stimmt und entsprach 1,17% Glucose. Zur Berechnung der Menge Keto- 
gluconséure war es nétig, die Reduktionskraft der Lésung nach Bertrand 71: 


1 In 6., 1. c., nachgewiesen. 
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ermitteln. 2 ccm verbrauchten nach dieser Methode 8,78 cem n/10 K MnQ,. 
Das entspricht einem Werte von 1,42% an Glucose plus Ketogluconsaure. 
Wie in der Einleitung naher ausgefiihrt, errechnet man aus der Differenz 
der nach Bertrand und Lohnstein ermittelten Werte mit Hilfe der Bernhauer- 
Schénschen Tabellen die Menge an Ketogluconséure. Man kommt zu 
einem Gehalt von 0,32 % an Ketogluconsaure. 


Das px der Lésung war zu diesem Zeitpunkt 2,45. 

Es ergibt sich folgende Zusammenfassung der erhaltenen Werte: 

0,27% Essigsiure entsprechen 5,4% der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

3,54% Gluconsaure entsprechen 65,2 %, der urspriinglich angewandten 
Glucose, 


0,32 % Ketogluconséure entsprechen 6,0% der urspriinglich an- 
gewandten Glucose, 


1,17% unverandert gefundene Glucose entsprechen 23,4% der ur- 
spriinglich angewandten Glucose. 

5%igen Glucoselésungen wurde zur Neutralisation der entstehenden 
Sauren 2% Calciumcarbonat zugesetzt. Nach 21 Monaten war deutliches 
Bakterienwachstum zu erkennen. Die Lésung war gelb gefarbt, das pulverige 
Calciumcarbonat volistandig in Lésung gegangen, dafiir hatten sich groBe, 
glitzernde Kristallbildungen am Boden ausgeschieden. Die Reaktion der 
Lésung gegen Lackmus war sauer, die Orcinreaktion aéuBerst stark positiv. 
10cem der Nahrlésung verbrauchten 6,0 ccm n/10 Natronlauge. Die 
ausgeschiedenen Kristalle wurden unter Zusatz von etwas verdiinnter 
Essigséure zur Lésung des eventuell noch vorhandenen ( alciumcarbonats 
durch einen Glasgooch filtriert und getrocknet. Das Gewicht der Kristalle 
betrug 1,607 g. Sie zeigten das deutliche makro- und mikroskopische Bild 
des (alcium-Ketogluconats. In’ Salzsiure gelést, reduzierten sie stark 
Fehling und gaben intensive blaugriine Orcinreaktion. Die Bestimmung 
des restlichen Zuckers im Garungssaccharometer nach Lohnstein ergab 
einen Gehalt von 1,18% Glucose. Zur Ermittlung des Gehalts an Keto- 
gluconat in der Lésung wurde wieder die Reduktionskraft nach Bertrand 
bestimmt. 2 ecm der beimpften Nahrlésung verbrauchten 10,0 cem K MnQ,. 
Das ergibt 1,61% Glucose plus Calcium-Ketogluconat. Nach Abzug des 
nach Lohnstein gefundenen Prozentgehalts und Umrechnung der ent- 
sprechenden Milligramm Kupfer nach Bernhauer und Schén kamen wir 
zu einer Menge von 0,73% an Calcium-Ketogluconat in der Lésung. 


In 50cem der beimpften Nahrlésung waren zu diesem Zeitpunkt 
folgende Substanzen vorhanden: 

0,36 g Calcium-Ketogluconat in Lésung und 

1,607 g Calcium-Ketogluconat in Kristallen, die aus 59 % der urspriing- 

lich angewandten Glucose entstanden sind, 

0,59 g unverandert gefundene Glucose, die 23,6% der urspriinglich 

angewandten Glucose entspricht. 

2% ige Galaktoselésungen zeigten nach 214 Monaten starkes Bakterien- 
wachtum. Die Reaktion gegen Lackmus war sauer, 10 cem verbrauchten 
5,5ecem n/10 Natronlauge. Die entstandene nichtfliichtige Saure konnte 
durch das Cadmiumsalz als Galaktonséure identifiziert werden. In der 
Lésung waren demnach zu diesem Zeitpunkt 1,08% Galaktonséure aus 
50% der angewandten Galaktose entstanden. 
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Rohrzucker wurde zu 5% gelést. Nach 2!, Monaten hatte sich ein 
auBerst diinnes Bakterienhautchen an der Oberflache gebildet. Die Fliissig 
keit war stark getriibt, am Boden waren Bakterienfléckchen zu erkennen 
Fehling wurde stark reduziert, auch die Seliwanoff-Reaktion war stark positiy 
Die Reaktion gegen Lackmus war sauer. Nach der Wasserdampfdestillation 
von 10 cem der Nahrlésung verbrauchte die fliichtige Saéure 1,1 cem n/1lt) 
Natronlauge, das entspricht 0,07 °% Essigséure, und die nichtfliichtige Saure 
12,5ceem, das entspricht 2,45% Gluconséure, die als Calciumsalz nach 
gewiesen werden konnte. Der Invertzucker wurde nach Bertrand bestimmt 
2cem der beimpften Naéhrlésung verbrauchten 16,3 eem n/10 KMnQ,, es 
waren also 2,81 Invertzucker vorhanden. (Die Bezeichnung ,.[nvert 
zucker* diirfte insofern unrichtig sein, als der gré8te Teil des entstandenen 
Traubenzuckers, wie aus der Wasserdampfdestillation hervorgeht, zu 
Gluconséure oxydiert wurde. In der Lésung diirfte demnach fast aus- 
schlieBlich nur noch die aus dem Rohrzucker gebildete Livulose vor 
handen sein. Trotzdem wurde die Bezeichnung Invertzucker beibehalten, 
um einerseits auf die Entstehungsart des reduzierenden Zuckers hinzuweisen 
und weil andererseits das Verhaltnis Traubenzucker zu Lavulose nicht 
niher bestimmt wurde. Der Prozentgehalt andert sich ja nicht wesentlich. 
da die Reduktionskraft dieser beiden Zucker annaéhernd gleich ist.) 


Es ergibt sich folgende Bilanz: 
2.81% Invertzucker entsprechen 53,4°, des urspriinglich angewandten 


Rohrzuckers, 
0,07 % Essigsiure entsprechen 1,4%, des urspriinglich angewandten Rohr 
zuckers, 
2,45, Gluconsiure entsprechen 45,0°% des urspriinglich angewandten 
Rohrzuckers. 
Maltose und Milchzucker, die zu 2% gelést wurden, zeigten nach 
2% Monaten makroskopisch deutliches’ Bakterienwachstum. Chemisch 


waren jedoch keine Veranderungen wahrzunehmen. Die Reaktion gegen 
Lackmus war schwach sauer. 

Raffinose, die zu 2% gelést war, zeigte nach 2!4 Monaten deutliche- 
Bakterienwachstum, die Reaktion gegen Lackmus war sauer, 10 ccm 
verbrauchten 5,0 cem n/10 Natronlauge, Fehling wurde stark reduziert. 
die quantitative Bestimmung jedoch nicht durchgefiihrt. 

In 2% igen Desxtrinlésungen war nach 21 Monaten an der Triibung 
und an den Bakterienfléckchen am Boden schon makroskopisch deutliche- 
Wachstum zu erkennen. Die chemischen Veranderungen waren jedoch fast 
Null. Die Reaktion gegen Lackmus war schwach sauer, 10 cem verbrauchten 
1,0 cem n/10 Natronlauge. Fehling wurde nicht reduziert. 

b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. Ath ylalkohol, der zu 2°, 
zugesetzt war, zeigte nach 21, Monaten starkes Bakterienwachstum. 
10cem der Nahrlésung verbrauchten 18,8 ccm n/1l0 Natronlauge, das 
entspricht einem Gehalt von 1.13% an Essigsiure oder einer Oxydation 
von 43,4 % des angewandten Athylalkohols. 

Propylalkohol zu 2% zeigte nach 2% Monaten ebenfalls starkes Bak 
terienwachstum. Die Aziditét pro 10 cem betrug 16,0 ccm n/10 Natron 
lauge, das entspricht einem Gehalt von 1,18°% Propionsdéure, die durc!: 
Oxydation von 47,6% des angewandten Propylalkohols entstanden ist. 

In 2% igen Glycerinlésungen war nach 2'/, Monaten starkes Bakterict 
wachstum zu erkennen. Die Reaktion gegen Lackmus war schwach sauc! 
10 cem verbrauchten 1,7 cem n/10 Natronlauge. Fehling wurde sch 
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in der Kalte stark reduziert. Bei der quantitativen Bestimmung der 


Reduktionskraft nach Bertrand verbrauchten 2 cem 5,41 cem n/10 KMnQ,. 
Das entspricht nach der Reduktionstabelle von Bernhauer und Schén 
1,.28°, Dioxyaceton, die aus 65%, des Glycerins entstanden sind. 

Lésungen von 2% Erythrit boten einen guten Nahrboden fiir das 
Bakterium. Nach 244 Monaten waren auch chemisch starke Verinderungen 
des Erythrits nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus war sauer, 
10 cem verbrauchten 2,3 cem n/10 Natronlauge, Fehling wurde schon in 
der Kalte stark reduziert. Bei der Bertrandschen Bestimmung verbrauchte 
leem 3,80 cem n/10 KMnO,. Nimmt man annaherungsweise an, dali 
100 mg der entstandenen Erythrulose 170mg Kupfer entsprechen, so 
kommt man zu einem Gehalt von 1,1°, Erythrulose, die aus 55°, des 
Erythrits entstanden ist. 

In 2% igen Mannitlésungen war das Bakterium nach 2!', Monaten 
stark gewachsen. Die Aziditaét pro 10 cem betrug 2,0 cem n/10 Natronlauge. 
Fehling wurde stark reduziert, auch die Ketosenreaktion nach Seliwanof/ 
war stark positiv. Die Annahme einer Livulosebildung erscheint demnach 
gerechtfertigt. Nach Bertrand verbrauchen 2 cem 8,39 cem n/1l0 KMnQ,, 
das entspricht 1,34°, Liavulose, die durch Oxydation von 68°, des an- 
gewandten Mannits entstanden ist. 

In 2°, igen d-Sorbitlésungen (von Th. Schuchardt, Gérlitz) konnten wir 
nach 24 Monaten weder Bakterienwachstum noch chemische Veranderungen 
nachweisen. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehling wurde 
nicht reduziert. 

Da diese Ergebnisse mit den von einem von uns [S. Hermann (5)] 
gefundenen im Gegensatz stehen, wurde die Einwirkung des Bact. gluco- 
nicum auf d-Sorbit, der nunmehr von FE. Merck, Darmstadt, bezogen wurde, 
neuerlich untersucht. Es ergab sich dabei eine Bestatigung der von Hermann 
gefundenen Resultate: Schon nach etwa dreiwéchigem Stehen der Nahr- 
lésungen bei 30°C war makroskopisch starkes Bakterienwachstum zu er- 
kennen. Die Reaktion gegen Lackmus war schwach sauer, 10 cem ver- 
brauchten 1,0 cem n/10 Natronlauge, Fehling wurde reduziert und die 
Seliwanoffsche Ketosenreaktion war stark positiv. Bei der quantitativen 
Bestimmung der Reduktionskraft nach Bertrand verbrauchten 2 cem 
7,45 eem n/10 KMnQ,, das entspricht 1,57 % Sorbose, oder einer Oxydation 
von 79% des Sorbits. Der strenge Nachweis der entstandenen Sorbose 
wurde nicht durchgefiihrt, doch kann aus den friiher angefiihrten Griinden 
auf die Anwesenheit dieser Ketose geschlossen werden. 

In 2% igen Dulcitlbsungen konnten wir nach 21, Monaten starkes 
Bakterienwachstum erkennen. Auch chemisch waren Veranderungen 
nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus war schwach sauer, 10 ccm 
verbrauchten 1,0 cem n/10 Natronlauge und Fehling zeigte deutliche 
Reduktion. Die Seliwanoff-Reaktion war negativ. Bei der Bertrandschen 
Reduktionsmethode verbrauchten 5cem der Nahrlésung 5,6cem n/10 
KMn0O,, das entspricht, als Galaktose berechnet, 0.38%, die aus 19°, des 
Dulcits entstanden sein diirfte. Der Nachweis der Galaktose wurde nicht 
durchgefiihrt. 

c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. Bei Verwendung von 
5°%igem Calciumgluconat war nach etwa 3 Monaten starkes Bakterien- 
wachstum zu erkennen. Am Boden des GefaéBes hatten sich glitzernde 
Kristallbildungen abgeschieden, die filtriert und getrocknet ein Gewicht 
von 1,15 g hatten und deutlich das Bild des Calcium-Ketogluconats zeigten. 
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Auch ihr Caleiumgehalt entsprach dem berechneten Gehalt des Trihydrat- 
Die Naéhrlésung reduzierte stark Fehling und gab intensive Orcinreaktion. 
Die Reduktionskraft wurde nach Bertrand bestimmt und gab mit Hilf: 
der Bernhauer- und Schénschen Tabellen einen Gehalt von 1,14% Calcium 
Ketogluconat. Im ganzen waren demnach 3,44% Calcium-Ketogluconat 
vorhanden, die sich aus 68,8% des urspriinglichen Calciumgluconats ge 
bildet haben. Das pq der Lésung betrug zu diesem Zeitpunkt 4,7. 

2,87, freie Gluconsdure in Hefewasser zeigte nach etwa 3 Monate: 
starkes Bakterienwachstum. Fehling wurde stark reduziert, die Orcin- 
reaktion war deutlich positiv. Die quantitative Bestimmung der ent 
standenen Produkte zeigte folgendes Ergebnis: In der Lésung befanden 
sich zu diesem Zeitpunkt 0,56% Essigsiure, die als mit Wasserdampt 
fliichtige Saure bestimmt wurde und aus 19,4°%, der angewandten Glucon 
siure entstanden ist. Die Bertrandsche Reduktionsmethode gab einen 
Gehalt von 2,32% an Ketogluconséure, die aus 80°, der angewandten 
Gluconsaéure entstanden ist. 


Il]. Zusammenfassung. 


Das von S. Hermann aus der Kombucha isolierte Bact. ghuconicum 
zeigt, wie schon aus den friiheren Untersuchungen (5) (6) hervorgeht, 
auBerordentlich kraftige Oxydationswirkungen auf die verschiedensten 
Substrate. Wahrend diese friiheren Arbeiten vor allem gezeigt haben, 
daB das Bakterium imstande ist, groBe Mengen von Glucose in kurzer 
Zeit in Gluconsaéure iiberzufiihren, wurden in vorstehenden Versuchen 
die Umwandlungsprodukte nach einer verhaltnismaBig langeren Zeit 
untersucht. Dabei wurde im wesentlichen gefunden, daB das Bact. 
gluconicum nicht nur einwertige Alkohole, wie Athyl- und Propyl- 
alkohol, und Aldosen, wie Arabinose, Glucose und Galaktose, in die 
durch einfache Oxydation an der CH,OH- bzw. COH-Gruppe ent- 
stehenden Séuren zu verwandeln vermag, sondern daB es auch die nach 
unseren Untersuchungen nur wenigen Bakterienstimmen eigentiimliche 
Eigenschaft besitzt, sekundaére Alkoholgruppen zur Carbonyl-(Keto-) 
Gruppe zu oxydieren. Die Bildung von Ketogluconsaure aus Glucon- 
siure bzw. Glucose wurde bereits friiher nachgewiesen. Mehrwertige 
Alkohole wie Glycerin, Erythrit, Mannit und Sorbit werden in ganz 
erheblicher Menge zu den betreffenden Ketosen oxydiert. 

Rohrzucker und Raffinose werden durch das Bakterium zu den 
entsprechenden Monosen hydrolisiert, die selbst wieder zu den Sauren 
oxydiert werden. 

Fiir dieses Bakterium eigenartig ist seine Wirkung auf Lavuloce. 
Wie schon in einer der friiheren Untersuchungen (6) gezeigt werden 
konnte, wird diese Ketose durch das Bact. gluconicum in erheblicher 
Menge gesauert, und zwar entsteht durch Oxydation der endstandigen 
CH,OH-Gruppe Ketogluconsaure. 

In zwei Versuchen konnten wir auch eine Oxydation des Dulcits 
beobachten. Es entstand eine Substanz, die Fehling kraftig reduzierte. 
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keine Ketosenreaktion gab und deshalb als Galaktose berechnet wurde. 
Ein Nachweis konnte der kleinen Mengen wegen nicht durchgefiihrt 
werden. Da eine bakterielle Oxydation des Dulcits, soweit wir die 
Literatur tiibersehen konnten, bisher nicht erzielt wurde, bedarf dieser 
Befund natiirlich noch einer 6fteren Wiederholung und eingehenden 
Untersuchung. 
2. Bact. xylinum. 
1. Zur Morphologie des Bact. xylinum. 


In den Arbeiten des einen von uns [S. Hermann (1) (2)] wurde dar- 
gelegt, daB sich aus der Kombucha unter anderem ein Bakterium rein- 
ziichten léBt, welches sich nach Vergleich mit der Literatur und mit den 
vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin bezogenen Reinkulturen als 
Bact. xylinum identifizieren lie}. Von W.Henneberg wurde uns auf unser 
Ersuchen liebenswiirdigerweise eine Reinkultur des von ihm geziichteten 
Bact. xylinum iiberlassen, mit der wir die nachfolgend beschriebenen 
Versuche durchfiihrten. Der Stamm wachst auf Wiirzeagar sehr schlecht. 
es bilden sich héchstens so diinne trockene Hautchen, daB sie sich mit der 
Platinnadel kaum abheben lassen. Die Weiterziichtung des Bakteriums 
gelingt viel besser in Fliissigkeitskulturen, am besten in Hefewasser mit 
geringem Traubenzuckerzusatz (2 bis 5%). In der Fliissigkeit bildet sich 
schon nach kurzer Zeit ein glasiger Schleimklumpen, der sie alsbald ganz 
erfiillt und auf dem nach lingerem Wachstum eine matte lederartige Haut 
erscheint. Die Dicke der Haut ist manchmal sehr betrachtlich und richtet 
sich nach ihrem Alter und nach den Lebenshedingungen, die das Bakterium 
vorfindet. 


Il. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. xylinum. 


Die Beimpfung erfolgte aus den Fliissigkeitskulturen in Hefewasser 
mit 5°, Traubenzucker in der Art, daB gleich groBe Stiickchen der Leder- 
haut steril am 25. November 1929 in die Kulturfliissigkeit eingetragen 
wurden. 

a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Vosungen von 2 g 
Arabinose in 100 cem Hefewasser zeigten am 14. Marz 1930 eine diinne 
durchsichtige Schleimhaut. Zur Titration von 10 ccm waren 6,72 cem 
n/10 Natronlauge erforderlich. Die Saéure wurde als nicht fliichtige erkannt. 
Der gefundene Wert, als Arabonséiure berechnet, gibt einen Gehalt von 
102%. Es wurden also 46% der Arabinose zu Arabonséure oxydiert. 

2%ige Ldvuloselésungen lieBen am 14. Marz einen glasigen Schleim 
erkennen, der die ganze F liissigkeit erfiillte und an der Oberflache braunliche 
Flecken zeigte. Die chemischen Verainderungen waren nur sehr gering, 
10cem verbrauchten zur Neutralisation 1,8 cem n/10 Natronlauge. Die 
Orcinreaktion war negativ. Ketogluconséure wurde also nicht gebildet. 

Auch in 2% igen Ldvuloselésungen, denen Calciwmcarbonat zugesetzt 
worden war (1g CaCO, pro 100 cem Fliissigkeit), lieB sich Bakterien- 
wachstum erkennen es hatte sich ein Schleimklumpen gebildet, der die 
ganze fk liissigkeit erfiillte und auf der Oberflaiche weiBliche, matte | lecken 
hatte. Doch war auch hier chemisch keine Veranderung wahrzunehmen. 
Die Orcinreaktion war negativ, das zugesetzte Caleiumcarbonat vollstandig 
erhalten. 
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5g chemisch reiner Glucose wurden in 100 cem gelést. Am 14. Marz Lé 
war eine weibe, glatte, mattglinzende Hautdecke gewachsen. Die Reaktion fzugeset 
gegen Lackmus war stark sauer, die Orcinreaktion auBerst stark positiv. Fyefaller 
Fehling wurde stark reduziert. Die Zuckerbestimmung im Garungssaccharo- freaktio 
meter nach Lohnstein gab einen Zuckergehalt von 1,02%, nach Bertrand fi).44% 
wurden fiir 2 ccm der Lésung 10,69 cem n/10 KMnO, verbraucht. Diese fdie 5,7 
entsprechen einem Gehalt von 1,74% an Glucose (plus Ketogluconséure). Byon 0,9 
Nach Abzug des fiir Glucose allein gefundenen Wertes und Umrechnung fergibt s 
der Milligramm Kupfer, die diesem entsprechen, wurden an Ketoglucon- fam Bo 
siure 1,05°% gefunden. diinnte! 

Nach der Wasserdampftdestillation wurden zur Neutralisation der 
fliichtigen Saéure 1,7 cem n/10 Natronlauge fiir 10 cem verbraucht, fiir den 
nicht fliichtigen Anteil 22,0 cem n/10 Natronlauge. Die fliichtige Saure, 
als Essigséiure berechnet, gab einen Gehalt von 0,10%. Die nicht fliichtige 
Saure wurde nach Subtraktion der Ketogluconsaéure als Gluconséure be- 
rechnet und ergab 3,26% Gluconséure. Das pa der Lésung war 2,45. 

Die gefundenen Umwandlungsprodukte der Glucose in 100 eem Lésung 
entsprechen in Prozenten des urspriinglich vorhandenen Zuckers: 
















0.10 ¢ Essigsiure entspr. 2,0 % der urspriingl. angewandten Glucose, 
3,26 g Gluconséure » COO% ‘ < * 22 g 
1,05 g Ketogluconsaure _,, 19,6 %, ,, Pe ia ie 
1,02 g unverandert ge- 
fundene Glucose ,, 20,4 %, ss - we = iat 
5 1 
Zur Beantwortung der Frage, ob Milchséure als Stoffwechselprodukt oo gg 
des Bact. xylinum und der Kombucha entsteht, haben Haehn und Engel (20) eutrali 
Untersuchungen angestellt. Die Methode war im wesentlichen die, dab Bntspricl 
sie den mit Wasserdampf nicht fliichtigen Teil der Lésung durch Ammonium. fyyrden 
sulfat von Eiweif bhefreien und nach dem Anséuern mit Schwefelséure . 
mit Amylalkohol ausziehen. Durch verdiinnte Sodalésung wird dem lumpen 
Amylalkohol die eventuell vorhandene Siéure wieder entzogen, die Soda §.,,. geri 
neutralisiert, die Amylalkoholreste abdestilliert und jetzt die Fiirth- Bou ped 
Charnasssche Milchsiurebestimmung durchgefiihrt. Haehn und Engel fp), Bert 
glaubten im Maximum in einer 10%igen Traubenzuckerlésung, die mit ucker (2 
Bact. xylinum beimpft wurde, 0,2 Milchséure nachweisen zu k6nnen. B.. pop 
Tatsachlich ergaben sich Lei der Nachpriifung in Kulturlésungen von Hefe- Vali 
wasser mit Traubenzucker, die mit Bact. xylinum beimpft wurden, geringe basis on 
Mengen von Jod verbrauchenden Substanzen, die als Milchséiure berechnet. vers a 
folgende Resultate ergeben: : ; 
5g Glucose wurden in 100 cem 0,5%igem Hefewasser gelést, mit h n2 
Bact. xylinum beimpft und 31, Monate bei einer Temperatur von 20 bis 24° F°° che 
sich selbst iiberlassen. Nach dieser Zeit konnten in der untersuchten In : 
Nahrlésung mit Hilfe der vorstehend angefiihrten Bestimmungsmethode anzen F' 
0,016 % an Milchséiure berechnet werden. Es gelang jedoch nicht, wie auch F°'™® Ve 
schon aus den Untersuchungen des einen von uns (S. Hermann) hervorgeht. urde ni 
Milchséure tatsachlich in irgendeiner Form, z. B. als Zinklactat, zu identi- } Eg 
- MAarz | 


fizieren. Auch die Arbeit von Haehn und Engel la6t keinen SchluB in dieser F*- 
Richtung zu. Wie schon aus der Literatur hervorgeht, ist es selbst-feme che 
verstandlich nétig, daB vor der Anwendung der Methode von Fiirth und 
Charnass, die Milchséure als Zink- oder Calciumlactat in reiner Form ab b) V 
geschieden wird. Dies ist uns in keinem Falle gelungen. Zur Zeit, als§°% dem | 
Simon (21) ahnliche Einwande gegen die Arbeit von Haehn und Enge!fum zu « 
erhob, waren unsere diesbeziiglichen Untersuchungen schon abgeschlossen.fiatter, \ 








Biochemie der Essigbakterien usw. 147 


Marz Lésungen von 5g Glucose in 100 cem, denen 2% Calciumcarbonat 
ktion [zugesetzt wurden, zeigten am 14. Marz eine weibe Hautdecke, die zu Boden 
sitiv. Fgefallen war und glitzernde Kristillchen in sich einschloB. Die Orcin- 
haro- freaktion war positiv. Die Bestimmung des Zuckers nach Lohnstein ergab 
trand f).44% Glucose. Zur Kertrandschen Bestimmung wurden 2 ccm verwendet, 
Diese die 5,76 ccm n/10 KMnO, verbrauchten. Das entspricht einem Cehalt 
jure). Fvon 0,91 % an Glucose (plus Ca-Ketogluconat). Nach Abzug des Zuckers 
nung fergibt sich fiir das Ca-Ketogluconat ein Wert von 0,82%. Die Kristallchen 
ucon- fam Boden des GefaBes und in der Haut wurden durch Zusatz von ver- 
diinnter Essigsiure vom Calciumcarbonat befreit, vorsichtig aus der 



























1 der FBakterienhaut herausgebracht, filtriert, gewaschen, getrocknet und ge- 
r den fwogen. Die weiben Kristalle hatten ein Gewicht von 1,127 g und zeigten 


nakro- und mikroskopisch deutlich das Bild des Ca-Ketogluconats. In 
verdiinnter Salzsiure gelést, reduzierten sie stark Fehling und gaben blau- 
riine Orcinreaktion. 50 cem Kulturfliissigkeit enthalten also: 


saure, 
ehtige 
‘e be- 


“i .41 g Ca-Ketogluconat in Lésung, die 12,8% der angewandten Glucose 
wong entsprechen, 
1,127 g Ca-Ketogluconat in Kristallen, die 33,8 °, der angewandten Glucose 
cose, entsprechen, 
” 22 g unverindert gefundene Glucose, die 8,8 % der angewandten Glucose 
” entsprechen. 
2%ige Galaktoselésungen waren am 14. Marz von einem glasigen 
= ‘chleimklumpen erfiillt, der auf seiner Oberflache eine glatte, weiBe Decke 
odukt igte. Die Reaktion gegen Lackmus war sauer, 10 cem verbrauchten zur 
el (20) KKeutralisation 4,5cem n/10 Natronlauge. Als Galaktonséure berechnet, 
'y dab ntspricht dies 0,88 % Galaktonsaure, d. h. 40% der angewandten Galaktose 
nlum- Burden oxydiert. 
Iséure In 5%igen Rohrzuckerlésungen hatten sich am 14. Marz Schleim- 
dem klumpen mit matten, gefleckten Hautdecken gebildet. Die Saéuerung war 
Soda hr gering, 10 cem verbrauchten 1,5 cem n/10 Natronlauge. Fehling wurde 
Firth. tark reduziert, auch die Ketosenreaktion nach Seliwancff war stark positiv. 
Engel jie Bertrandsche Bestimmung ergab einen Gehalt von 0,54 an Invert- 
© MI" Bicker (2 cem verbrauchten 3,47 ccm n/10 KMnO,). Es wurden also 10,8 % 
ynnen. Bes Rohrzuckers invertiert. 
nl Maltose zu 2% gelést, lie8 am 14. Marz einen kleinen, glasigen Schleim- 
lumpen erkennen. Chemisch war keine Verénderung nachzuweisen, die 
chnet, eaktion neutral. 
.  sanit In 2 %igen Milchzuckerlésungen waren am 14. Marz weder Wachstum, 
nis 24° och chemische Veraénderungen wahrzunehmen. 
swhten In 2% igen Raffinoselésungen hatte sich zwar am 14. Marz in der 
sthode F2nzen Fliissigkeit ein glasiger Schleim gebildet, auch hier war aber chemisch 
> auch peime Veranderung zu konstatieren. Die Reaktion war neutral, Fehling 
rgeht. urde nicht reduziert. 
denti- Ahnlich war das Verhalten von 2%igen Dextrinlésungen, in denen am 
dieser §+- Marz glasige Schleimklumpen mit matt gefleckten Hautdecken, jedoch 
selbst- Reine chemischen Veranderungen zu erkennen waren. Die Reaktion gegen 
h und packmus war neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 


m ab b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. Athylalkohol wurde zu 
it, alsB°% dem Hefewasser zugesetzt. Am 14. Marz war zwar sehr starkes Wachs- 
Enge'fum zu erkennen, die Fliissigkeit war von einem Schleimklumpen mit 
lossen.fiatter, weiBer Hautdecke erfiillt. doch keine Saéuerung nachzuweisen. 
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Da der gesamte Alkohol verbraucht war, so ist mit Sicherheit anzunehmei.. 
daB die anfanglich gebildete Essigsiure zu Kohlensaéure weiteroxydiert 
worden ist. 

Da dieser Stamm von Bact. xylinum im allgemeinen in Hefewasser 
mit Athyl- oder Propylalkoholzusatz sehr schwer zum Wachstum gebraciit 
werden konnte, wurde sterile Wiirze von 8° Balling mit 2% Ath ylalkohol 
versetzt. In dieser Lésung lie8 sich schon nach kurzer Zeit kraftige Schleim- 
und Hautbildung beobachten. Nach 3 Wochen betrug die Aziditat fiir 
10 cem 18,0 cem n/10 Natronlauge. Das entspricht einem Gehalt von 
1.08% Essigsiure, oder einer Oxydation von 41,4% des angewandten 
Alkohols. Nach 5 Wochen war die Aziditaét auf 2,5 cem n/10 Natronlauve 
(= 0,15% Essigséure) gesunken, der gr6éBte Teil der entstandenen Saure 
demnach auch hier weiteroxydiert worden. 

In Lésungen, die 2°, Propylalkohol enthielten, war am 14. Marz wede: 
ein Bakterienwachstum, noch Séuerung zu erkennen. 

Auch hier wurde der Versuch in Wiirze von 8° Balling wiederholt. 
Nach etwa 3Wochen war eine diinne Hautdecke gewachsen. 10 ccm ver- 
brauchten 14,0 cem n/10 Natronlauge, demnach waren 1,04% Propion- 
siure in der Nahrlésung enthalten, oder 42,2 % des Propylalkohols oxydiert 
worden. 

Hefewasser, das in 100 cem 2g Glycerin enthielt, war am 14. Marz 
von einem Schleimklumpen mit glatter, weiBer Hautdecke erfiillt. 10 ccm 
verbrauchten zur Neutralisation nur 1,0 ccm n/10 Natronlauge. Fehling 
wurde schon in der Kalte stark reduziert. Die Bertrandsche Bestimmungs- 
methode ergab fiir 2 ccm einen Verbrauch von 7,61 cem n/10 KMn0O,. 
die mit Hilfe der Bernhauerschen Reduktionstabellen umgerechnet, 1,76 °%, 
Dioxyaceton entsprechen. 90% des angewandten Glycerins wurden also 
zu Dioxyaceton oxydiert. Das pq der Lésung betrug in diesem Zeitpunkt 4,3 

In 2% iger Erythritlésung hatte sich am 14. Marz eine glasige Schleim- 
haut gebildet. Die Reaktion war schwach sauer, 10 ccm neutralisierten 
1,8 cem n/10 Natronlauge. Fehling wurde schon in der Kalte stark reduziert. 
Die Reduktionskraft wurde nach Bertrand bestimmt, 1 cem der Kultur- 
fliissigkeit verbrauchte 3,0 ccm n/10 KMnO,. Unter der Annahme, dai 
170 mg Kupfer 100 mg Erythrulose entsprechen, wiirde dies emem Gehalt 
von 1,06% Erythrulose in der Lésung gleichkommen. 53% des Erythrits 
waren also zu Erythrulose oxydiert worden. 

2g Mannit in 100 com Hefewasser waren am (4. Marz schwach gell: 
gefarbt. In der Fliissigkeit hatte sich ein Schleimklumpen mit weilier 
Decke gebildet. Die Reaktion war neutral, Fehling wurde stark reduziert. 
Die Bestimmung der Lavulose nach Bertrand entsprach einem Gehalt 
von 0,68% an Liavulose (2 ccm verbrauchten 4,36ccm n/10 KMn0QO,). 
Auf die urspriingliche Mannitmenge umgerechnet entspricht dies eine! 
Oxydation von 31% des angewandten Mannits. 

In 2% igen Sorbitlésungen (Th. Schuchardt, Gérlitz) war am 14. Marz 
weder ein Wachstum noch eine chemische Verainderung wahrzunehmen. 
Die Reaktion war fast neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 

Da sich diese Ergebnisse wieder nicht mit den friiheren Beobachtung«! 
beim Bact. xylinum deckten, wurden die Versuche mit d-Sorbit von 
E. Merck wiederholt. Nach dreiwéchentlichem Stehen bei 36°C war eine 
dicke Hautdecke gewachsen, die Reaktion der Lésung war neutral, die 
Seliwanoff-Reaktion positiv, und Fehling wurde stark reduziert. Bei de! 
Bestimmung nach Bertrand verbrauchten 2 cem 8,25 ecem n/l0 KMn0,. 
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as entspricht einem Gehalt von 1,75% Sorbose oder einer Oxydation 
von 88% des angewandten Alkohols. 

In 2%iger Dulcitlésung war am 14. Marz zwar ein glasiger Schleim- 
klumpen gewachsen, doch chemisch keine Veranderung wahrzunehmen. 
Die Reaktion war neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 

c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. In 5°Qiger Calcium- 
gluconatlésung war am 14. Mirz ein Schleimklumpen mit einer matten 
Hautdecke gewachsen. Am Boden und in dem Schleim waren zahlreiche 
glitzernde Kristallehen zu erkennen. Jehling wurde stark reduziert, die 
Orcinreaktion war positiv. Nach Bertrand wurden fiir 2 ecem 1,68 eem 
n/l0 KMnO, verbrancht, die nach der Bernhauerschen Tabelle einem 
(iehalt von 0,44% Ca-Ketogluconat entsprechen. Die Kristalle, die sich 
in der Nahrlésung gebildet hatten, wurden von dem Schleim abgetrennt, 
filtriert und gewogen. Es waren 0,4¢5 g¢ schwach braunliche Kristalle, die 
makro- und mikroskopisch deutlich das Bild des Ca-Ketogluconats zeigten. 
ihre Lésung in verdiinnter Salzsiure reduzierte Fehling und gab starke 
Orcinreaktion. 

In 50 cem Fliissigkeit waren also 0,22 g Ca-Ketogluconat in Lésung 
und 0,465 g in Kristallen vorhanden. 27,4 °%, des urspriinglich vorhandenen 
(a-Gluconats wurden also zu Ca-Ketogluconat oxydiert. 

2 %ige Gluconsdure war am 14. Marz fast vollstandig von einem Schleim- 
klumpen erfiillt. Fehling wurde reduziert, die Orcinreaktion war sehr stark 
positiv. Nach der Bertrandschen Methode wurden fiir 2 cem 4,17 eem 
n/10 KMnO, verbraucht, die einem Gehalt der Lésung an 1,02% Keto- 
gluconséure entsprechen. 51°, der Gluconséure wurden also zu Keto- 
gluconséure umgewandelt. In friiheren Untersuchungen (6) konnte mit 
einem anderen Stamm von Bact. xylinum in gleicher Zeit kein Wachstum 
und demzufolge keine Bildung von Ketogluconsaéure nachgewiesen werden. 
Nach einem Jahre jedoch wurde auch in diesen Nahrlésungen Wachstum 
konstatiert und die Ketoséure nachgewiesen. 


THT. Zusammenfassung. 

Die nachstehend tabellarisch zusammengefaBten Resultate lassen die 
starken Oxydationswirkungen des Bact. xylinum erkennen. Von den 
Kohlenhydraten wird die Glucose bei weitem am stirksten oxydiert. 
Unter den angegebenen Bedingungen werden etwa 82°, der ange- 
wandten Glucose im wesentlichen zu Gluconsaure und Ketogluconsaéure 
umgewandelt. In neutraler Lésung (bei Gegenwart von Calciumcarbonat) 
geht die Oxydation zum GroBteile bis zum Ketogluconat, das in 
Kristallen ausfallt. Sehr stark gesiuert werden Arabinose und 
Galaktose, wihrend bei Rohrzucker nur sehr geringe Siuremengen, 
dagegen erhebliche Mengen von Invertzucker auftreten. Bei Lavulose 
ist die Séuerung ebenfalls sehr gering. In Maltose, Raffinose und 
Dextrin wachst das Bakterium sehr gut, doch sind keine chemischen 
Verinderungen der Ausgangssubstanzen wahrzunehmen. In Milchzucker 
zeigte sich weder Bakterienwachstum noch Sauerung. 


Von den einwertigen Alkoholen wurde der Athylalkohol iiber die 
Kssigsiure zur Kohlensaure und Propylalkohol zu Propionsaure oxydiert. 
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Aus den mehrwertigen Alkoholen bildeten sich in betrachtlichem 
MaBe die entsprechenden Ketosen, so aus Glycerin 90°, Dioxyaceton, 
aus Erythrit 53°, Erythrulose, aus Mannit 31°, Lavulose, aus Sorbit 
88°, Sorbose. In Dulcit war nur Bakterienwachstum zu erkennen 

Aus Calciumgluconat bildete sich zu 26°, Calcium-Ketogluconat, 
welches zum Teil in Kristallen ausfiel, aus Gluconsaéure sogar zu 5] 
Ketogluconsaure. 


3. Bact. «ylinoides. 
1. Zur Morphologie des Bact. xylinoides. 


Aus der Kombucha lieB sich, wie aus den Arbeiten des einen von ins 
[S. Hermann (1) (2)] hervorgeht, auch ein Bakterium reinziichten, das 
gleiche Eigenschaften und Wirkungen zeigte, wie das in der Literati 
beschriebene Bact. xylinoides und die Reinkultur des vom Institut fi 
CGérungsgewerbe in Berlin bezogenen Stammes. W.Henneberg hatte cic 
Liebenswiirdigkeit, uns eine Reinkultur des von ihm untersuchten Bact. 
xylinoides zu iiberlassen, mit der nachstehende Versuche ausgefiihrt wurden. 

Die Kulturen auf Wiirzeagar bilden schleimige, glanzende Kolonien 
Auf dem Kondenswasser wachsen zihe Haute. Die Weiterziichtung erfolyte 
jedoch ausschlieBlich in Hefewasser mit Traubenzuckerzusatz. In dieser 
bilden sich bald glasige Schleimklumpen, die haufig die ganze Fliissigkeit 
erfiillen. Die Haut an der Oberflache ist manchmal matt gefleckt. 


Il. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. xylinoides. 


Aus den Fliissigkeitskulturen in Hefewasser mit 5° Traubenzucke: 
wurden am 25. November 1929 kleine Hautstiickchen steril in die Nahr- 
lésungen eingebracht. 

a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. In 2% igen Arabinose 
lésungen war am 14. Marz eine diinne Hautdecke mit matten Flecken ge- 
wachsen. Die Aziditaét pro 10 ecem betrug 8,2 eem n/10 Natronlauge. Aui 
Arabonsaure umgerechnet entspricht dies einem Gehalt von 1,36 % Arabon- 


siure. 61,5° der Arabinose wurden demnach zur entsprechenden Siure 


oxydiert. 

2q Ldvulose in 100 cem Hefewasser wurden am 14. Marz untersucht. 
Die Bakterien hatten sich sehr stark vermehrt, es zeigte sich ein machtiger 
Schleimklumpen mit braunen Flecken an der Oberfliche. Die chemischen 
Verainderungen waren jedoch nur sehr gering. Die Reaktion war schwacli 
sauer, 10 cem verbrauchten 1,3 ccm n/10 Natronlauge. Die Orcinreaktion 
war negativ. 

In 2%igen Ldvuloselésungen, die zur Neutralisation der eventuel! 
entstehenden Séure 1% Calciumcarbonat enthielten, waren am 14. Marz 
diinne Schleimhaute mit matten Flecken, doch sonst keine Verénderunge: 
wahrzunehmen. Die Orcinreaktion war hier ebenfalls negativ. 

Bei der Einwirkung des Bact. xylinoides auf 5° ige Glucoseldsune) 
konnten am 14. Marz weitgehende Veranderungen konstatiert werden 
Auf der Oberflache der Kulturfliissigkeit hatte sich eine matte Schleimhaut 
decke gebildet. Fehling wurde reduziert, die Orcinreaktion war stark 
positiv, die Reaktion gegen Lackmus stark sauer. Die Zuckerbestimmun: 
im Gérungssaccharometer nach Lohnstein zeigte 0.52, Glucose. — Bei 
der Bertrandschen Zuckerbestimmung wurden fiir 2 cem 5,29 cem 1/1! 
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i. MnO, verbraucht. Diese entsprechen, als Glucose berechnet, 0,84 % 
(plus Ketogluconsaéure). Nach Abzug der durch Garung bestimmten Zucker- 
menge und Umrechnung der Differenz auf Milligramm Kupfer pro 2 cem 
Losung ergibt sich unter Zugrundelegung der Bernhauerschen Reduktions- 
tabelle ein Gehalt von 0,51% Ketogluconsiure. Bei der Wasserdampf- 
destillation von 10 cem der Lésung wurden fiir den fliichtigen Teil 0,2 cem 
n/10 Natronlauge zur Neutralisation verbraucht, die 0,01% Essigsaéure 
entsprechen. Fiir die Titration der nicht fliichtigen Séure waren 25,2 ecem 
n/10 Natronlauge erforderlich. Da bei dieser Bestimmung Glucon- und 
Ketogluconséure gemeinsam titriert werden, mu zur Berechnung der 
Gluconséure der oben gefundene Wert an Ketogluconsiure abgezogen 
werden. Es ergeben sich so 4,43% Gluconséure. Das pq der Lésung 
war 2,45. 

Die gefundenen Umwandlungsprodukte der Glucose in 100 cem Lésung 
entsprechen in Prozenten des urspriinglich vorhandenen Zuckers: 


0,01 g Essigséure entsprechen 0,2°, der angewandten Glucose 
4,43 g Gluconséure ¥ 81.6% 5 + a 
0,51 g Ketogluconsaéure un 04% » - * 
0,52 g Glucose oe 10,4% ,, on - 


5 %ige Glucoselésungen, denen pro 100 cem 2 g Calciumcarbonat zugesetzt 
waren, zeigten am 14. Marz eine am Boden liegende dicke, weiie Hautdecke, 
die zahlreiche kleine, glitzernde Kristallchen in sich einschloB. Am Boden 
des GefiBes war fast nichts mehr von dem urspriinglichen feinkérnigen 
Caleiumecarbonat zu erkennen, dagegen ebenfalls eine ziemliche Anzahl 
glitzernder Kristalle. Die Lésung gab Fehling-Reduktion und starke Orcin- 
reaktion. Nach Lohnstein wurden 0,55 Glucose gefunden. 2 ccm, nach 
Bertrand behandelt, verbrauchten 10,43 cem n/10 KMn0O,, die 1,70% 
Glucose (plus Calcium-Ketogluconat) gleichkommen. Nach Abzug der 
durch Hefegirung bestimmten Glucosemenge entspricht dies 2,12 % 
Calcium-Ketogluconat in Lésung. Die Kristalle wurden nach Zusatz von 
verdiinnter Essigsiure zur Lésung des noch vorhandenen Calciumcarbonats 
vorsichtig von der Schleimhaut abgetrennt, getrocknet und gewogen: 
0,870 g schwach braune Kristalle zeigten makro- und mikroskopisch das 
Bild des Calcium-Ketogluconats. In verdiinnter Salzséiure gelést, reduzierten 
sie stark Fehling und gaben blau-griine Orcinreaktion. Rechnet man die 
in 50 cem Kulturfliissigkeit gefundenen Werte um, so ergeben sich 


1,06 g Ca-Ketogluconat in Lésung, die 32° der angewandten Glucose 
entsprechen, 

0,870 g Ca-Ketogluconat in Kristallen, die 26 % der angewandten Glucose 
entsprechen, 

0,27 g Glucose, die 10,8% der angewandten Glucose entsprechen. 


In 2%iger Galaktoselésung war am 14. Marz ein glasiger Schleim- 
klumpen mit einigen matten }lecken gewachsen. Die Reaktion war sauer, 
10 cem verbrauchten 5,3 cem n/10 atronlauge. Auf Galaktonséure be- 
rechnet ergibt dies 1,04%, d.h. daB 48% der angewandten Galaktose zu 
Galaktonsiure oxydiert wurden. 

In 5% igen Rohrzuckerlésungen waren sowohl das Bakterienwachstum 
als auch die chemischen Veranderungen sehr betrachtlich. Am 14. Marz 
erfiillte ein Schleimklumpen die ganze t+ liissigkeit. Die Reaktion gegen 
Lackmus war sauer, Fehling wurde reduziert. Auch die Seliw noff Roaktion 
auf Fructose war stark positiv. Die Wasserdampfdestillation von 10 cem 
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ergab fiir den fliichtigen Anteil einen Verbrauch von 1,4 cem n/10 Natro 
lauge, die 0,08% Essigséiure entsprechen, und fiir den nicht fliichtigen 
Teil 12.0 cem n/10 Natronlauge, die als Gluconséure berechnet 2.35°, 
ergeben. Der Invertzucker wurde nach Bertrand in 1 cem bestimmt. 10,4¢¢r, 
n/10 KMnO, entsprechen 3,36% Invertzucker. In 100 cem der Kultu: 
fliissigkeit waren also entstanden: 

0,08 g Essigsiure, die 1,6°% des angewandten Rohrzuckers entsprechen, 

2,35 g Gluconséure, die 41,2°% des angewandten Rohrzuckers ent 

sprechen, 
3,36 g Invertzucker, die 64%, des angewandten Rohrzuckers entsprechen. 


In 2% igen Maltoselésungen zeigte sich am 14. Marz schwache Braun 
farbung und ein kleinerer glasiger Schleimklumpen. Chemisch lieB sich 
keine Verainderung nachweisen, die Reaktion war gegen Lackmus neutra! 

Auch in 2% igen Milchzuckerlésungen waren nach dieser Zeit matte 
Hautstiickchen und Schleim gewachsen, doch keine Veraénderung des 
Zuckers zu erkennen. 

In Raffinose, zu 2% gelést, war am 14. Marz ein Schleimklumpen mit 
matten Flecken an der Oberflache gewachsen. Die Reaktion gegen Lackmu- 
war sauer, Fehling wurde schwach reduziert. Zur Titration von 10 cem 
waren 2,8cem n/10 Natronlauge erforderlich. 

In 2% igen Dextrinlésungen waren am 14. Marz Schleimklumpen mit 
matten Flecken an der Oberflache, jedoch keinerlei chemische Veranderungen 
nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehling. wurde 
nicht reduziert. 

b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. \n 2% igen Ath ylalkohol 
lésungen waren am 14. Marz matte Hautdecken gewachsen. Wie Aziditat 
war gering, 10 cem verbrauchten 8,2 ccm n/10 Natronlauge, die 0,49°, 
Essigsiure entsprechen. Alkohol war nicht mehr nachweishar. Es lag 
nahe anzunehmen, daS die Essigsiure zum gréBten Teil weiteroxydiert 
worden war. Es wurde aus diesem Grunde ein neuer Versuch unter den 
selben Bedingungen am 24. Mai angesetzt und tatséchlich verbrauchten 
am 20. Juni 10 cem der Lésung 21,8 cem n/10 Natronlauge. Das entspricht 
1,31 % Essigsiure oder einer Oxydation von 65,5% des angewandten 
Alkohols. 

Propylalkohol, zu 2% zugesetzt, zeigte am 14. Marz einen glasigen 
Schleimklumpen. Die Reaktion war gegen Lackmus ‘sauer, 10 ccm ver- 
brauchten 8,0 cem n/10 Natronlauge, die 0,59°%, Propionséure gleich- 
kommen. 24%, des Propylalkohols wurden also zur entsprechenden Saure 
oxydiert. 

In 2% igen Glycerinlésungen waren am 14. Marz Schleimklumpen 
gewachsen, die die ganze Fliissigkeit erfiillten. An der Oberfliche hatte 
sich eine matte Haut gebildet. Die Reaktion gegen Lackmus war schwacl: 
sauer, 10 cem verbrauchten 1,5 ccm n/10 Natronlauge zur Neutralisation. 
Fehling wurde in der KAalte stark reduziert. Nach Bertrand verbrauchten 
2ccem 1,26cem n/10 KMnQ,, die mit Hilfe der Bernhauerschen Tabellen 
0,31 % Dioxyaceton in der Lésung anzeigten. 15.5% des Glycerins wurden 
demnach zu Dioxyaceton oxydiert. 

2g Erythrit, in 100 cem gelést, lieBen am 14. Marz einen glasigen Schleim- 
klumpen mit kleinen matten Flecken erkennen. Die Reaktion war schwach 
sauer, 10 ccm brauchten 0,7 ccm n/10 Natronlauge zur Neutralisation 
Fehling wurde in der Kalte stark reduziert. Bei der Bertrandschen Be- 
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stimmung verbrauchte 1 cem 3,5 cem n/l0 KMnOQO,. Unter der Annahme, 
daB 170mg Kupfer 100 mg Erythrulose entsprechen, ergibt sich 1,24 % 
Erythrulose in der Lésung, die einer Oxydation von 55%, des Erythrits 
gleichkommt. 

In Mannit, der zu 2% gelést wurde, war am 14. Marz eine ziemlich 
dicke, matte Hautdecke gewachsen. Die Reaktion war schwach sauer, 
Fehling wurde stark reduziert, auch die Seliwanoff-Reaktion war positiv. 
10 cem verbrauchten 0,75 cem n/10 Natronlauge. Bei der Bertrandschen 
Reduktionsmethode entsprachen 2 cem 4,7 ccm n/10 KMnQ,. Als Lavulose 
umgerechnet ergibt sich 0,73 % Lavulose in der Lésung, die durch Oxydation 
von 36,5 °% des Mannits entstanden ist. 

_In 2% igen Sorbitlésungen (Th. Schuchardt, Gérlitz) zeigte sich weder 
ein Wachstum noch chemische Verainderung. Die Reaktion war neutral. 
Fehling wurde nicht reduziert. 

Da auch diese Resultate mit den friiher bei einem anderen Stamm von 
Bact. xylinoides gefundenen nicht iibereinstimmten, wurden neue Lésungen 
mit 2% d-Sorbit (HE. Merck) angesetzt, die nach dreiwéchentlichem Wachs- 
tum des Bakteriums bei einer Temperatur von 30° ( einen weiBen Schleim- 
klumpen zeigten. Die Reaktion gegen Lackmus war schwach sauer, Fehling 
wurde sehr kraftig reduziert und die Ketosenreaktion nach Seliwanof/ war 
stark positiv. Bei der Bertrandschen Bestimmung verbrauchten 2 ccm 
8.8cem n/10 KMnO,. Das entspricht einem Gehalt von 1,86 Sorbose 
oder einer Oxydation von 94% des angewandten Sorbits. 


2% ige Duleitlisungen lieBen zwar ein Wachstum des Bakteriums 
zu — es bildeten sich glasige Schleimhaute - , eine chemische Veranderung 
war jedoch nicht zu konstatieren. Die Reaktion war gegen Lackmus neutral, 
Fehling wurde nicht reduziert. 


c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. In 5% igen Calcium- 
gluconatlésungen waren am 14. Marz Schleimhaute gewachsen, die matte 
Flecken zeigten und teilweise zu Boden gesunken waren. In diesen Hauten 
und am Boden des GeféBes waren glitzernde Kristallbildungen zu sehen. 
Fehling wurde reduziert, die Orcinreaktion war sehr stark positiv. Bei 
der Bertrandschen Bestimmung wurden fiir 2 ccm 3,9 ccm n/10 KMnQ, 
verbraucht, die unter Beriicksichtigung der Bernhauerschen Reduktions- 
tabelle 1,06% Ca-Ketogluconat in der Lésung anzeigten. Die Kristalle 
wurden abfiltriert und getrocknet. lhr Gewicht betrug 0,442 g. Es waren 
glitzernde Kristalle, die makro- und mikroskopisch das Bild des Ca-Keto- 
gluconats zeigten. Ihre Lésung in verdiinnter Salzséure reduzierte Fehling 
und gab starke blau-griine Orcinreaktion. 

In 50 ccm der Lésung waren demnach enthalten: 

0,53 g Ca-Ketogluconat in Lésung, die 19,7 %, des angewandten (a- 

Gluconats entsprechen, 
0,442 g Ca-Ketogluconat in Kristallen, die 16,5% des angewandten 
Ca-Gluconats entsprechen. 
Im ganzen wurden demnach 36,2% des (a-Gluconats oxydiert. 

In 2 %iger Gluconsdure war am 14. Marz ein dicker Schleimklumpen mit 
matter Hautdecke gewachsen. Fehling wurde reduziert, die Orcinreaktion 
war sehr stark positiv. Nach Bertrand verbrauchten 2 ccm 1,83 ccm n/10 
KMnO,, umgerechnet ergibt dies 0,45%, Ketogluconséure, die einer Oxy- 
dation von 22,5% der angewandten Gluconsaure entspricht. 














J9YONZAIVANT BTR % FY deyonzyieauy % 9e‘¢E 


aunBsUuoon[y) s]B % ZS IF ainesuvontsy) % Ce'Z 
+++ :Jouvmyas OINESZisey sje % OT eunesdissy] % QQ‘ | eyonzsyoy 
OINBSUOPHBVH sje % QF ainesuozyBpey) % OT 980} 48] B84) 
esoonty ste % g‘OT (W990 (YG Ut) 
ud][BIsIIy UT yeu ua][B wy UI 
-OON]FOOY-BY sw % gz | yBUOON[Fojey-BQ 30/99 
Zunso’] ur yeu Zunso'T 89989 
-oon]sojoy-VQ sje % ZE Ul yeuoon[Foyoy-v_ 3 9O‘T - asoonty) 
asoonty) s18 % HOT 
aines 
-uoonpsojoy sje % FG «=| QuNesMOON]H-oyoy % TCO 
einesuoynyy s[e % 91g einesuoon|y) % EFF 
oinessiesy ste % 20 ainesdissyy % [00 asoon|s) 


P. Neuschul 


e:umg || 8 B 
‘uINnjsyoeM Wesley yeg || . a caida 





oe . ‘es | aso[NAv'] 
aingsuoqely se % o'T9 eingsuogeiy % ge‘T | 28 whe es0ulqely 


‘UINjSGOR MUBLIOZHV SayxrVyg || 


: 
= 
E 
o 
x 


@ 2 UpIO | 


| HO®N OT/U 9 

: W190 UT} YORApe ueseaoO, | 

} Sunpurqs9ayos | WS oepliqes Hd “ane ‘a0 1 o3d | oun uezuvysqug 

|| -Wa]qoy ue}zjeseFnz op uoa IWIUPIZV i} 

|| Yrs Uepuvy SunsojAqyN Jop uy |—— scayachetivesiistitineniedelaensiesestiiansoseinaliasensiail heist hasesn Doi ———f 9489[03 JassUMojoH UT 
| 1Q1310 DunsQwYyRN Joep ossAjeuy sq | 


| 


ugsunyioMUuy 


| 
| 
i 





*soplouljAX “joRg? 
TIT PML 














& eines 








- -uoonpsojey spe % G'zz sanesuoon[Zojoy % gP'y) eAe ainesuoonr) % Z 
(W199 Qg Ul) 
ug][BIsLay UL ue][B sy Ur 
jBUOON|[F0j0 Y-B) 8] B % COT yBuoon|ZOjOy-B 3 ZH‘ 
BZunso’y ut Zunso’'] | 
yEuOON|ZOzOY-VNs8]B% 1G] ULyBuoON|Zojoy-BQ Aeq'g — — ee yeuoony!)-By % G 
uInjsyoem 
a -UalLlayAVg aay Bunvod | ~ 4 — [81jneU he porndg % z 
Z +++ :founmpjay i ‘ ; aataies . a 
> +++ :bunyags || BOQIOS 8[B "/o ¥6 esoqiog % 9g'T — (denes Toeng ls WqIOS "1G 
§ ++ ‘Jowvmpes aso[nay’] 818 % G'9g esommayy %ElL0 — GL‘0 “18 waueNy YZ 
= O[8M Joep ul “ ~ ‘ : , 7 
S wonynpoy ommeys dunyo | — esoqmaygday eye % og asommamrsay % FT — L'0 18 namhay, % z 
< 9718 M sep ur ; ‘ ‘ ‘ 
SZ wonympoy oyavys :dunyoy | wUopoowdxorq spe % oy uoyooukxorg %1g'0 EF qT "he unesin % % 
ri aingsuotdoig S18 % $% eangsuoidoig %Eg'0 = — 0's She joyogeAdorg % Z 
ie) yo; pAxo ; , 
tH JO}9M PITA oInYSSISSY oinessissy ste % 6G] oinessissy % GF 3 — 2'8 te || yomimy %¢ 
s ounysdissy se % G'eg ounessiesy IT Bs 8'TZ tT | 
wnysyoum 
3 -u9}10}4eg ‘6 *dunvod ~- ” — [Btj}neu ee wiayxeg % Zz 
g @ 180) : Ousyad — 0 _ 8% *he ssouysey % 
Z anid dae * 0 - , hg soyouzyoUW % Z 
VOYFtssg[y sep 
ul eodungpenteiee eons _ ” — [Bajneu ahe soe %Z 
ae aE << : a uaj;BUuOK 
Sunpulqieayojs BPS Vopliqes ad “eae ‘eno gt ond goon” uezuRjsqnug 
ueZunyleway -Ud[YOY uoejzjosesnz sap uoA IWHIPIZV o189]0# JossUMOjOH U] 
qos Uepuey FZunsojAyyN Joep uy sail ; 





1q1310 ZunsojayRN Jep osAyeuy oq 





*‘(Bunzjosqaog) FIT 9722qO.L 


seyonzyioauy % 9E'E | 


% 9 


1ayonZyAGAUT 2) hi ¢ 
ant 
Yate ainesuvonyy % GE'S | 


eunReUuconNnir, sive 









5. Hermann u. P. Neuschul: 


Ill. Zusammenfassung. 


Aus beifolgender Tabelle III lassen sich die Wirkungen des Bact. 
xylinoides erkennen. Bei den Kohlenhydraten ist besonders die selir 
starke Inversion des Rohrzuckers bemerkenswert. In Glucose war selir 
starke Saéuerung wahrzunehmen, etwa 82°, der Glucose wurde zi 
Gluconséure und 9% zu Ketogluconsiure oxydiert. In _neutraler 
Lésung, bei Gegenwart von Calciumcarbonat, geht die Oxydation unter 
denselben Bedingungen viel leichter bis zum Ketogluconat: 58°, de: 
Glucose wurde zu Ketogluconat oxydiert. 

Von den iibrigen Zuckern war die Arabinose zu 61,5°, und die 
Galactose zu 48°, zur entsprechenden Saure umgewandelt worden. 
In Lavulose war zwar erhebliches Wachstum des Bakteriums, doch nur 
eine a4uBerst geringe Siuremenge zu konstatieren. Maltose, Milchzucker 
und Dextrin bieten zwar gute Nahrbéden fiir das Bakterium, es erfolgen 
jedoch keine chemischen Veranderungen. Raffinose wird nur sehr 
schwach hydrolysiert und wenig gesduert. 

In Athylalkohol hatten sich nach einem Monat erhebliche Mengen 
von Essigsiure gebildet, die jedoch im Laufe der Zeit weiteroxydiert 
wurden. Propylalkohol wurde zu 24°, zu Propionséure umgewandelt. 
Mehrwertige Alkohole werden zu den betreffenden Ketosen oxydiert, 
so 15,5 %, des Glycerins zu Dioxyaceton, 36,5 % des Mannits zu Lavulose, 
55°, des Erythrits zu Erythrulose und 94°, des Sorbits zu Sorbose. 
Dulcit wird nicht verandert. 

Von Calciumgluconat wurden 36,2°, zu Ca-Ketogluconat, von 
Gluconséure 22,5°,, zu Ketogluconséure oxydiert. 


4. Bact. orleanense. 


I. Zur Morphologie des Bact. orleanense. 


Die uns vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin zur Verfiigung 
gestellte Reinkultur von Bact. orleanense wurde auf Wiirzeagar weiter- 
geziichtet. Der Stamm bildete auf diesem Nahrboden feuchtglanzende 
Kolonien. Auf dem Kondenswasser bilden sich diinne Haute. Ebenso 
entsteht auf fliissigem Nahrboden haufig eine diinne, ziemlich trockene. 
matte, fast unzusammenhangende Haut, die beim Schiitteln leicht z1 
Boden sinkt. Die mikroskopische Untersuchung zeigte kugelige Formen 
kleiner Zellen, die in Ketten angeordnet waren. 


Il. Chemische Veranderungen der den Naéhrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. orleanense. 


Die Beimpfung erfolgte am 25. Juli 1929. 

a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Arabinose, zu 2°. 
gelést, zeigte am 30. Oktober kein makroskopisch sichtbares Baktericn 
wachstum. Die chemische Untersuchung ergah jedoch starke Séuerung 
Nach der Wasserdampfdestillation verbrauchten 10 ccm der urspriinglichen 
Lésung 7,0 cem n/10 Natronlauge zur Neutralisierung der nichtfliichtigen 
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saure. Die im Destillat enthaltene fliichtige Saure erforderte 0.3 cem 
n/ lO Natronlauge. Die nichtfliichtige Saure wurde als Arabonsaure identi- 
fiziert. Rechnet man den Titrationswert der nichtfliichtigen Saure auf 
Arabonsaéure um, so entspricht er einem Gehalt von 1,16°, in der Lésung, 
bzw. wurden 52% der Arabinose zu Arabonséure oxydiert. Die Lésung 
zeigt noch starke Reduktion von Fehling und positive Orcinreaktion. 


Lavulose, z1 2% gelést, zeigte am 29. Oktober kein makroskopisch 
sichtbares Bakterienwachstum. Auch chemisch war keine bhedeutende 
Veranderung wahrzunehmen. Die Sauerung war au®erordentlich gering. 
und es entsprachen 10 ecm der Lésung nur 0,6 cem n/10 Natronlauge. 


Um eine eventuelle Bildung von Ketogluconséure aus Lavulose nach- 
weisen zu kénnen, wurden 2g Ldvulose mit 1g Calciuwmcarbonat in 100 cem 
Hefewasser angesetzt. Am 30. Oktober waren auf der Oberflaiche der 
Fliissigkeit einige kleine matte Fleckchen zu sehen. Chemisch war keine 
Veranderung nachzuweisen. Die Orcinreaktion war negativ, also Keto- 
gluconsdure nicht vorhanden. 


Chemisch reine, wasserfreie Glucose wurde zu 5%, gelést und beimpft. 
\{m 29. Oktober waren matte, unzusammenhangende Hautstiickchen an der 
Oberfliche der Fliissigkeit zu sehen, die beim Schiitteln wie Staub zu Boden 
sanken. Chemische Untersuchung: Fehlingsche Lésung wurde sehr stark 
reduziert, die Orcinreaktion war stark positiv. Die Zuckerbestimmung 
im Saccharometer nach Lohnestein ergab 1,75, Glucose. Zur Bestimmung 
der Ketogluconséure gemeinsam mit der restlichen Glucose diente, wie 
iiblich, die Bertrandsche Bestimmungsmethode. 2 ccm der Lésung ver- 
brauchten 12,98 ccm n/10 KMnQ,. Diese entsprechen, auf Glucose be- 
rechnet, 2,14°%. Dureh Subtraktion der nach Lohnstein gefundenen 
Prozente Glucose (= 1,75) und Umrechnung der entsprechenden Milligramm 
Kupfer fiir die 2 cem der Lésung ergab sich die Berechnungsgrundlage fiir 
die Ketogluconséure, und es wurden so 0,52 % Ketogluconsaiure gefunden. 


Bei der Wasserdampfdestillation von 10 ccm der beimpften Lésung 
waren zur Neutralisation der nichtfliichtigen Saéuren 16,1 cem n/10 Natron- 
jauge, zu der der fliichtigen Sauren 4.0 cem erforderlich. Der fliichtige 
Anteil konnte mit Alkohol und Schwefelséure als Essigséure identifiziert 
werden und entsprach 0,24% Essigsiure. Der nichtfliichtige Teil ergab 
nach Abzug der Ketogluconsaure einen Gehalt von 2,62 Gluconséure. 
Die Gluconséure selbst wurde als Calciumsalz identifiziert. Das Cewicht 
des Calciumgluconats, das aus 10 cem der Nahrlésung erhalten wurde, 
war nach dem Trocknen 0,25 g. 


Das pa der Kulturfliissigkeit war 2,6. 
Die gefundenen Umwandlungsprodukte der Glucose ergeben folgende 
Berechnung : 

0,24%, Essigsiure entsprechen 4,8°%, der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

2,62 %, Gluconséure entsprechen 48%, der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

9.52% Ketogluconsiure entsprechen 10,0°%, der urspriinglich an- 
gewandten Glucose, 

1.75% unveraindert gefundene Glucose entsprechen 35%, der ur- 
spriinglich angewandten Glucose. 
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160 S. Hermann u. P. Neuschul: 


Bei Verwendung einer Lésung von 5% Glucose mit 2% Calciui, 
carbonat zeigte sich am 30. Oktober in der schwach gelb gefirbten Lésung 
eine papierdiinne Hautdecke mit matten, groBen Flecken. Am Boden des 
KulturgefaSes war anstatt des feinen Calciumcarbonatpulvers eine Kristal! 
kruste mit ziemlich groBen weiBen Kristallen zu erkennen. Fehling wurde 
kraftig reduziert und die Orcinreaktion war stark positiv. Der Zucker, 
nach Lohnstein bestimmt, entsprach 0,13°, Glucose. Die Bertrandsche 
Bestimmungsmethode hatte bei Anwendung von 2 ccm der Lésung einen 
Verbrauch von 3,52 cem n/10 KMnO, ergeben, was einem Gehalt an 0,55 ° , 
Glucose (plus Calcium-Ketogluconat) entspricht. Unter Beriicksichtigung 
des nach Lohnstein gefundenen Zuckers ergibt sich ein Gehalt von 0,64 °, 
an Calcium-Ketogluconat in der Lésung. 

Die Kristalle in dem Kulturgefé8 wurden unter Zusatz von verdiinnte: 
Essigséure zur Lésung des restlichen Calciumcarbonats in einem Glasgooch 
filtriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das Gewicht betrug 
2,605 g. Schon makroskopisch léBt sich durch Vergleich mit dem nach 
Kiliani hergestellten, chemisch reinen Calcium-Ketogluconat deutliche 
Ubereinstimmung erkennen. Das mikroskopische Bild bestatigt diese 
Annahme. Die Lésung der Kristalle in wenig Salzsiure reduziert stark 
Fehling und gibt eine schéne blau-griine Orcinreaktion. Der Calciumgehalt 
der umkristallisierten Substanz, als Calciumsulfat bestimmt, ergibt 8,37 °, 
Calcium (nach der Formel (CgH g07)2Ca . 3 H,O berechnet ergibt sich ein 
Calciumgehalt von 8,34 %). Es enthalten also 50 cem der Kulturfliissigkeit : 

0,32 g Ca-Ketogluconat in Lésung, die 9,6% der angewandten 

Glucose entsprechen, 
2,605 g Ca-Ketogluconat als Kristalle, die 78,2°% der angewandten 
Glucose entsprechen, 

0,065 ¢ restliche Glucose, die 2,6% der angewandten Glucose entsprechen. 

Galaktose, zu 2% gelést, zeigte am 29. Oktober kein makroskopisch 
sichtbares Bakterienwachstum. Zur Titration von 10 cem der Lésung 
waren 5,5 ccm n/10 Natronlauge erforderlich. Berechnet man diese Saure 
als Galaktonsdiure, so kommt man zu einem Gehalt von 1,1 % Galakton- 
saure, die durch Oxydation von 51% der angewandten Galaktose ent- 
standen ist. 

5g Rohrzucker in 100 com Hefewasser lieBen am 29. Oktober makro- 
skopisch kein Wachstum erkennen. Die Reaktion gegen Lackmus war 
schwach sauer. F'ehling wurde kraftig reduziert, die Seliwanoff-Reaktion war 
stark positiv. Die Reduktionskraft wurde nach Bertrand bestimmt: 2 ccm 
verbrauchten 2,18 cem n/10 KMnQ,, was einem Gehalt an 0,38 °% Invert- 
zucker entspricht. Durch die Einwirkung des Bakteriums wurden also 
7,2 %, des angewandten Rohrzuckers invertiert. 

Die Untersuchung von 2% igen Maltose- und 2%igen Milchzucher- 
lésungen lieB am 29. Oktober weder ein déuBerlich sichtbares Bakterien- 
wachstum, noch eine chemische Verainderung erkennen. Die Reaktion 
der Lésungen gegen Lackmus war neutral. 

Raffinose, zu 2%, gelést, zeigte am 29. Oktober schwache Gelbfarbunz 
und eine ganz diinne Bakterienhaut. Chemisch war keine Anderung nach. 
weisbar, die Reaktion war neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 

In 2% igen Dextrinlésungen war nach derselben Zeit weder Bakterien- 
wachstum, noch eine wesentliche Verinderung der chemischen Eigen- 
schaften zu erkennen. Die Reaktion gegen Lackmus war schwach saver. 
die Reduktion von Fehling fast Null. 
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b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. Athylalkohol wurde zu 
2% zugesetzt. Am 29. Oktober waren an der Oberflache einige gréBere 
matte Flecke zu erkennen. Zur Titration von 10 cem waren 15.3 cem 
n/10 Natronlauge erforderlich. Die Séure konnte mit Hilfe der Wasserdampf- 
destillation als fliichtige erkannt und mit Alkohol und Schwefelséure durch 
den Geruch nach Essigséureaithylester als Essigsiure identifiziert werden. 
Es wurden also 0,92 % Essigsiure gefunden, was der Oxydation von 36%, 
des angewandten Alkohols entspricht. 

Hefewasser mit 2% Propylalkohol zeigte am 29. Oktober kein sicht- 
bares Wachstum und fast neutrale Reaktion. 

Da wir aus dem analogen Verhalten anderer Bakterien schlieBen 
konnten, da8 dieses Bakterium wohl imstande ist, Propylalkohol zu oxy- 
dieren, das Milieu jedoch nicht giinstig war, wurde der Versuch in steriler 
Bierwiirze wiederholt. Es zeigte sich tatsachlich schon nach 6 Wochen 
zwar nur schwach sichtbares Bakterienwachstum, doch ziemlich starke 
Saéuerung. 10 ccm verbrauchten 13,0 cem n/10 Natronlauge, das entspricht 
einen Gehalt von 0,96% Propionsiure, oder einer Oxydation von 39% 
des angewandten Propylalkohols. 

Hefewasser mit 2%, Glycerin lie’ am 30. Oktober kein auBerlich sicht - 
bares Bakterienwachstum erkennen. Die Reaktion gegen Lackmus war 
schwach sauer, 10 cem der Nahrlésung brauchten zur Neutralisation 1,5 cem 
n/10 Natronlauge. Fehlingsche Lésung wurde in der Kalte stark reduziert. 
Nach der Bertrandschen Bestimmungsmethode wurden von 5 cem Lésung 
19,55 eem n/10 KMnO, verbraucht. Dies entspricht 1,76 % Dioxyaceton. 
9) % des Glycerins wurden also zu Dioxyaceton oxydiert. 

In 2% igen EKrythritlbsungen war am 1. November auBerlich kein 
deutliches Bakterienwachstum zu erkennen. Chemisch waren jedoch 
bedeutende Veranderungen nachzuweisen. Die Lésung war gegen Lackmus 
sauer, 10 cem verbrauchten 2,5 ccm n/10 Natronlauge. Fehling wurde schon 
in der Kalte stark reduziert. 2 ccm verbrauchten nach Bertrand 9,88 ceem 
n/L0 KMnQ,. Unter der Annahme, da8 170 mg Kupfer 100 mg Erythrulose 
entsprechen, kommt man zu 1,7% Erythrulose in der Lésung, was der 
Oxydation von 85% des Erythrits gleichkommt. 

Auch in einer Lésung von 2 g Mannit in 100 cem war am 30. Oktober 
kein deutliches Bakterienwachstum zu sehen. Die Reaktion der Lésung 
war neutral gegen Lackmus, Fehling wurde in der Hitze stark reduziert. 
Die Bertrand sche Bestimmung in 2 cem ergab einen Verbrauch von 3,31 cem 
n/10 KMnQ,, was einen Gehalt von 0,51 % Lavulose und eine Umwandlung 
von 25,5% des angewandten Mannits ergibt. 

Sorbit (E. Merck, Darmstadt), zu 2%, gelést, wurde bei 34° C stehen- 
gelassen. Nach etwa 3 Wochen konnte man eine starke Triibung erkennen. 
Die Reaktion der Lésung gegen Lackmus war neutral, die Seliwanoff- 
Reaktion positiv, Fehling wurde schwach reduziert. Bei der quantitativen 
Bestimmung der Reduktionskraft nach Bertrand verbrauchten 2 ccm 
10cem n/10 KMnO,. Das entspricht einer Menge von 0,21 % Sorbose 
in der Lésung, oder einer Oxydation von 10% des angewandten Sorhits, 

c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hejewasser. In einer 5° igen Lésung 
von Calciumgluconat in Hefewasser war am 30. Oktober starke gelbe Farbung 
zu beobachten. Das Bakterienwachstum war makroskopisch nicht deutlich 
sichtbar. Am Boden des GefaiBes waren groBe farblose Kristalle zu er- 
kennen. Die Reaktion der Lésung war neutral, Fehling wurde reduziert. 
Die Orcinreaktion war stark positiv. Die Bertrand- und Bernhauersche 
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Bestimmung des Calcium-Ketogluconats in der Lésung ergab 0,41 ° 
Calcium-Ketogluconat. Die Kristalle wurden durch den Glasgooch filtriert 
und gewaschen. Gewonnen wurden 0,717 g groBe, harte, klinorhombischy 
Kristalle, die sowohl makro- als auch mikroskopisch das deutliche Bild 
des Calcium-Ketogluconats zeigten. Sie gaben, in verdiinnter Salzsaure 
gelést, starke Fehlingsche Reduktion und intensiv blau-griine Orcin 
reaktion. Im ganzen wurden also 0,922 g ( alcium-Ketogluconat in 50 cem 
Kulturfliissigkeit gefunden, was einer Oxydation von 35% des angewandten 
Calciumgluconats entspricht. 

Hefewasser. das 2,51%, Gluconsdure enthielt, zeigte am 30. Oktober 
makroskopisch kein Bakterienwachstum. Fehling wurde wenig reduziert, 
auch die Orcinreaktion war schwach. Nach der Kertrandschen Methode 
verbrauchten 5 ccm 2,72 cem n/l10 KMnO,. Das entspricht 0.27% Keto 
gluconséure oder einer Oxydation von 10,8 %, der angewandten Gluconsaure. 


Ill. Zusammenfassung. 


Das untersuchte Bact. orleanense vermag von Kohlenhydraten 
Glucose, Galaktose und Arabinose zu sauern, wahrend Lavulose, 
Maltose, Milchzucker, Raffinose und Dextrin nicht verandert werden. 
Rohrzucker wird in geringem Mabe invertiert, ohne jedoch deutliche 
Saurebildung zu zeigen. Aus Glucose entsteht sowohl Gluconsiure als 
auch Ketogluconsiure. Von Alkoholen ergibt Athylalkohol starke 
Sauerung, wahrend beim Propylalkohol nur in Wiirze Saéure auftrat. 
Die mehrwertigen Alkohole werden vom Bact. orleanense sehr leicht 
angegriffen, und zwar in der Art, daB in erheblichem MaBe die ent- 
sprechende Ketose neben einer Spur Saure auftritt. So wird Glycerin zu 
90°, zu Dioxyaceton, Erythrit zu 85°, zu Erythrulose, Mannit zu 
25,5°%, zu Lavulose und Sorbit zu 10%, zu Sorbose oxydiert. 

Freie Gluconséure und Calciumgluconat werden zu 5-Ketoglucon- 
sdure oxydiert. 

5. Bact. aceti (Hansen). 
I. Zur Morphologie des Bact. aceti (Hansen). 


Die uns vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin iibersandte Rein- 
kultur von Bact. aceti (Hansen) wurde auf Wiirzeagar weitergeziichtet. 
Die Kulturen auf diesem Nahrboden bilden kleine, gelbliche Kolonien. 
Auf dem Kondenswasser ist schwaches Wachstum in Form eines Hautchens 
zu erkennen. Auf fliissigem Nahrboden bildet sich eine feuchte, hautfig 
gefleckte Haut, welche sich beim Schiitteln in feine Teile zerteilt, die wie 
Staub zu Boden sinken. An feuchten Glaswianden steigt die Haut nicht 
empor. Die auf Wiirzeagar geziichteten Kulturen zeigten unter dem Mikro- 
skop einzelne und in Ketten angeordnete kugelige bis langliche Zellen. 


IT. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. aceti (Hansen). 


Die Beimpfung der Lésungen erfolgte am 13. November 1929. 


a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Lésungen von 2 g 
Arabinose in 100 cem Hefewasser zeigten am 14. Februar 1930 schwache 
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Triibung, die durch das Bakterienwachstum verursacht wurde. Die Titration 
ergab fiir 10 com 9,0 cem n/10 Natronlauge. Die Saéure war mit Wasser- 
dampf nicht fliichtig. Als Arabonsiiure berechnet ergibt sich ein Gehalt 
von 15%, was der Oxydation von 68% der angewandten Arabinose 
entspricht. 

2 %ige Lavuloselésung lieB am 14. Februar ein schwaches, makroskopisch 
sichthares Bakterienwachstum erkennen. Chemisch lieB sich keine Ver- 
anderung der Lavuluse wahrnehmen, die Reaktion gegen Lackmus war 
neutral, die Orcinreaktion negativ. 

Hefewasser, dem 2% Ldvulose und 1% Calcinmecarbonat zugesetzt 
war, zeigte am 14. Februar kein makroskopisch sichtbares Bakterien- 
wachstum und keinerlei chemische Veranderung. Die Orcinreaktion war 
negativ. 

In 5% iger Glucoselésung lieB sich am 21. Februar kraftiges Bakterien- 
wachstum vermuten. Makroskopisch war starke Triibung und ein Bakterien- 
ring zu sehen. (hemisch waren ebenfalls bedeutende Veriainderungen nach- 
weisbar. Fehling wurde stark reduziert, die Orcinreaktion war pusitiv. Die 
Zuckerbestimmung im Garungssaccharometer nach Lohnstein ergab 0,77 % 
Glucose. Die Bertrandsche Bestimmung wurde in 2 cem der Lésung durch- 
gefiihrt, die 5,93 cem n/10 KMnQO, verbrauchten. Das entspricht einem 
Werte von 0,94, Glucose (plus Ketogluconsiure). Nach Subtraktion der 
nach Lohnstein gefundenen Prozente Glucose wurde aus den diesem Werte 
entsprechenden Milligrammen Kupfer die Ketogluconséiure mit Hilfe der 
Bernhauerschen Reduktionstabelle berechnet. Es ergaben sich 0,27 % 
Ketogluconsaéure in der Lésung. 

Nach der Wasserdampfdestillation von 10 cem waren fiir den fliichtigen 
Anteil 2,5cem n/10 Natronlauge zur Neutralisation erforderlich, was 
einem Gehalt von 0,15% Essigséure entspricht. Der nichtfliichtige Anteil 
verbrauchte 22,4 cem n/10 Natronlauge, die zur Berechnung der Glucon- 
siure plus Ketogluconséure dienen. Unter Beriicksichtigung des vorstehend 
gefundenen Wertes von 0,27% Ketogluconsaure ergibt sich ein Gehalt 
von 4,13% Gluconsiure. Der Nachweis der Gluconsaéure geschah als 
Caleiumsalz. 

Das 74 der Lésung war 2,5. 


Die gefundenen Umwandlungsprodukte der Glucose in 100 cem Lésung 
entsprechen in Prozenten des urspriinglich vorhandenen Zuckers: 


9,15 g Essigsiure entsprechen 3,0°, der urspriinglich angewandten 
§ /O i £ ‘ 
Glucose, 


4,13 ¢ Gluconséure entsprechen 76% der urspriinglich angewandten 
Glucose, 
Ketogluconsaure entsprechen 5,0 °%, der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

0,77 g unverindert gefundene Glucose entsprechen 15,4 % der urspriing- 
lich angewandten Glucose. 


Die Lésung von 5 g Glucose in Hefewasser unter Zusatz von 2 g Calcium- 
carbonat zeigte am 18. Februar Triibing und schwach gelbe Farbung. 
Am Boden des KulturgefaSes waren groBe Kristalle gewachsen. Fehling 
wurde stark reduziert, die Orcinreaktion war positiv. Nach Lohnstein 
wurden 0.36%, restliche Glucose gefunden. Bei der Kertrandschen Be- 
stimmung verbrauchten 2 cem 11,8% cem n/10 KMnQ,. Diese entsprechen 
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1,94% Glueose (plus Calcium-Ketogluconat). Unter Beriicksichtigung 
der oben gefundenen Glucose ergibt sich ein Gehalt von 2,72 % Ca-Keto 
gluconat in der Lésung. Die gebildeten Kristalle wurden unter Zusatz 
von etwas Essigséiure abfiltriert, gewaschen, getrocknet und gewogen 
Sie hatten ein Gewicht von 1,082 g, waren rein wei und zeigten deutlich, 
sowohl makro- als auch mikroskopisch, das Bild des nach Kiliani dai 
gestellten Ca-Ketogluconats. In verdiinnter Salzséiure gelést, gaben sic 
starke Fehlingsche Reduktion und intensiv blau -griine Orcinreaktion 
Der Calciumgehalt. als Calciumsulfat gefunden, betrug 8,54%, was mit 
dem theoretischen von 8,34% ziemlich iibereinstimmt. 
50 cem Kulturfliissigkeit enthalten also 
1,36 g Ca-Ketogluconat in lLésung, die 40,8% der angewandten 
Glucose entsprechen, 
1,082 ¢ Ca-Ketogluconat in Kristallen, die 32.5% der angewandten 
Glucose entsprechen, 
0,18 g unverdndert gefundene Glucose, die 7,2°% der angewandten 
Glucose entsprechen. 


Eine 2% ige Lésung von (/alaktose zeigte am 25. Februar starke bak- 
terielle Triibung. Nach der Wasserdampfdestillation war zur Neutralisation 
des fliichtigen Teiles 1,0 eem n/10 Natronlauge und zu der des nichtfliichtigen 
Teiles 6,9ccem n/10 Natronlauge nétig. Die nichtfliichtige Saure, als Galak- 
tonséiure berechnet, entspricht einem Gehalt von 1,35%, Galaktonséure, 
was der Oxydation von 62% der Galaktose gleichkommt. 

Auf Rohrzucker, zu 5% in Hefewasser gelést, waren um 25. Februar 
papierdiinne Hautfetzen zu erkennen. Die Lésung war schwach gelb gefarbt. 
Chemisch lieB sich nur eine auBerst schwache Einwirkung des Bakteriums 
nachweisen. Die Reaktion war fast neutral, 10 cem verbraucliten 0,5 cem 
n/10 Natronlauge, Fehling wurde nicht reduziert. der Rohrzucker wurde 
also nicht invertiert. 

In 2% igen Maltoselésungen war am 25. Februar makroskopisch kein 
Bakterienwachstum zu sehen, auch chemisch lief sich keine Veranderung 
wahrnehmen. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral. 

In 2% igen Milchzuckerlésungen war zwar am 25. Februar starke 
Triibung und schon makroskopisch deutliches Wachstum zu erkennen, 
die Lésung war jedoch auch hier neutral. 

Raffinose, zu 2%, gelést, zeigte am 25. Februar starke Triibung und 
deutliches Bakterienwachstum. Die Reaktion der Lésung war schwach 
alkalisch, Fehling wurde stark reduziert. Nach der Bertrandschen Methode 
wurden fiir 2cerm 3,86 ccm n/10 KMnO, verbraucht, die 0,60% Invert- 
zucker entsprechen. 28,5 %, der angewandten Raffinose waren also zu redu- 
zierenden Zuckern urmgewande!t worden. 

In 2% igen Deztrinlésungen war zwar am 25. Februar ein deutticher 
Bakterienring an der Oberfliche der Fliissigkeit zu erkennen und auch 
Bakterienfléckchen am Boden, chemisch jedoch keine Veranderung wahr- 
zunehmen. Die Reaktion war gegen Lackmus neutral, Fehling wurde nicht 
reduziert. 

b) Verhalten gegen Alkohole in Hejewasser. Athylalkohol, der zu 2°, 
dem Hefewasser zugesetzt wurde, zeigte am 25. Februar matte, papierdiinne 
Hautfetzen an der Oberflache der Fliissigkeit und viel Bakterienfléckchen 
am Boden. 10 cem verbrauchten zur Titration 26,3 cem n/10 Natronlauge. 
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die Saure konnte als Essigsiure identifiziert werden. Die Lésung enthielt 
also 1,58 % Essigsiure, bzw. 61% des Alkohols waren 7u Essigsaéure oxydiert 
worden. 


In Hefewasser mit 2%, Propylalkohol war am 25. Februar nur schwaches 
Bakterienwachstum zu erkennen. 1% ecem verbrauchten 20,0 cem n/10 
Natronlauge zur Neutralisation, die einer Konzentration von 1,48 % Propion- 
siure entsprechen. 60°, des Alkohols wurden also zu Propionséure oxydiert. 

2% ige Clycerinlésungen zeigten am 25. Februar geringe bakterielle 
‘Triibung. Die Reaktion war gegen Lackmus schwach sauer. Fehling wurde 
schon in der Kalte stark reduziert. Die Pertrandsche Bestirnmung ergab 
unter Zugrundelegung der Bernhauerschen Reduktionstabelle 1,89, an 
Dioxyaceton. (2ccm verbrauchten 8,38 cem n/10 KMnO,.) 96% des 
ingewandten Glycerins wurden also zu Dioxyaceton oxydiert. 

In 2% igen Eri thritlbsungen waren am 24. Februar starke Triibungen, 
diimne Bakterienhéiute und Bakterienringe zu sehen. Die Reaktion gegen 
Lackmus war schwach sauer, 1 ccm verbrauchten 1.0 cem n/10 Natron- 
lauge. Fehling wurde schon in der Kialte stark reduziert, die Seliwanoff- 
Reaktion war deutlich positiv. Bei der Bertrandschen Bestimmung ver- 
brauchten 2cem 6,5 cem n/10 KMnQ,. Rechnet man wieder unter der 
\nnahme um, daf$ 170mg Kupfer 100 mg Erythrulose entsprechen, so 
kommt man zu einer Menge von 1,2, Erythrulose in der Lésung, oder 
einer Oxydation von 60% des angewandten Erythrits. 

In 2% igen Mannitlésungen waren am 25. Februar cbenfalls starke 
Triibung und viel Bakterienfléckchen am Boden zu erkennen. ( hemisch 
waren hier starke Veranderungen zu bemerken. Zwar war die Reaktion 
neutral, jedoch wurde Fehling sehr stark reduziert. Die quantitative Be- 
stimmung der Reduktionskraft nach Bertrand ergab einen Gehalt von 
1,80% Ldvulose. (2 ecm verbrauchten 10,94 cem n/10 KMnQ,.) Es ergibt 
sich also, daB 90 % des Mannits zu Lavulove oxydiert wurden. 

Sowohl in 2%igen Dulcitlésungen, als auch in 2°,igen Sorbitlésungen 
war am 24, Februar weder ein makroskopisch sichtbares Bakterienwachstum, 
noch eine chemische Verainderung zu erkennen. 


c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. 5°%,ige Calciumgluconat- 
losungen waren am 25. Februar stark getriibt und zeigten auf dem Boden 
der KulturgefaBe groBe Kristallbildungen. Fehling wurde kraftig reduziert, 
die Orcinreaktion war stark positiv. Nach der Bertrandschen Bestimmungs- 
methode wurden fiir 2 cem 2,85 cem n/10 KMnO, verbraucht, die einem 
Gehalt von 0,77% Ca-Ketogluconat in der Lésung entsprechen. Die 
Kristalle wurden filtriert und gewogen. Sie hatten ein Gewicht von 0,328 g, 
waren ziemlich grofi, sehwach braunlich und gaben das deutliche Bild von 
Ca-Ketogluconatkristallen. Ihre Lésung in verdiinnter Salzsaure reduzierte 
Fehling und gab blau-griine Orcinreaktion. In 50 ccm Fliissigkeit waren 
demnach 0,39 g Ca-Ketogluconat in Lésung, und 0,328¢ in Kristallen 
vorhanden. Das ergibt einen Prozentgehalt von 1,44 % Ca-Ketogluconat, 
baw. 26,7°, des urspriinglich vorhandenen Ca-Gluconats wurden zu (a- 
Ketogluconat oxydiert. 

2,67 %ige Gluconsdurelésungen zeigten am 25. Februar starke Triibung 
und Bakterienringe auf der Oberflache. Fehling wurde stark reduziert. 
Die Bertrand-Bernhauersche Methode ergab einen Gehalt von 1,26% an 
Ketogluconséure, d. h. daB 47% der angewandten Gluconséure zu Keto- 
gluconsdure oxydiert wurden. 
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Ul. Zusammenfassung. 


Von den Kohlenhydraten wird durch Bact. aceti (Hansen) Glucose am 
stairksten gesiuert. Es werden etwa 84 °,, des Zuckers zu Saéure oxydiert. 
Auch in neutraler Lésung (unter Zusatz von Calciumcarbonat) geht 
starke Oxydation vor sich, die hier zum allergréBten Teil bis zur 
Ketogluconsaure fiihrt, wahrend sie in der sauren Lésung im wesentlichen 
bei der Gluconséure stehen bleibt. Galaktose und Arabinose werden 
stark gesiuert. Raffinose wird zum Teil hydrolysiert. Die tbrigen 
untersuchten Kohlenhydrate, Lavulose, Rohrzucker, Maltose, Milch- 
zucker und Dextrin wurden von dem Bakterium nicht verandert. 
Bei den Alkoholen sind starke Wirkungen zu erkennen. Athyl- und 
Propylalkohol wurden stark gesiiuert, Glycerin, Mannit und Erythrit in 
die betreffenden Ketosen fast quantitativ umgewandelt. Dulcit und 
Sorbit werden nicht angegriffen. Gluconséure und ihr Calciumsalz 
werden teilweise zu Ketogluconsiure oxydiert. 


B) Aketogene Essigbakterien. 
1. Bact. aceti (Henneberg, Kiel). 
I. Zur Morphologie des Bact. aceti (Henneberg). 


Die uns von W. Henneberg, Kiel, zur Verfiigung gestellte Reinkultur 
des Bact. aceti wurde von uns auf Wiirzeagar weitergcimpft und vermehrt. 
Das Bakterium bildete auf diesem Nahrboden weiBliche, feuchtglinzende. 
nade!kopfartige Kolonien, die die Oberflache des bestrichenen Wiirzeagars 
gleichmaBig iiberzogen. Unter dem Mikroskop zeigten sich die Bakterien 
als rundliche, schwach ovale, verhaltnismaBig groBe Formen. Haéufig waren 
die Einzelzellen zu Doppelformen, manchmal in sehr langen Ketten an- 
geordnet. Auf fliissigem Nahrboden war nur sehr selten eine diinne Haut 
zu beobuchten, die beim leichten Schiitteln in Fléckchen zu Boden sank. 


Il. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzter 
Substanzen durch Bact. aceti(Henneberg). 


Die Beimpfung der Nahrlésungen aus den Reinkulturen auf Wiirzeagar 
erfolgte am 18. November 1929. 

a) Verhulten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Arabinose wurde zu 
2%, gelést und beimpft. Nach 3'/, Monaten war makroskopisch deutliches 
Bakterienwachstum zu erkennen. Eine wesentliche Sauerung der Arabinose 
war jedoch nicht nachzuweisen. 10 ccm verbrauchten zur Neutralisation 
nur 0,4cem n/10 Natronlauge. 

2% ige Ldvuloselisungen mit oder ohne Calciumcarbonatzusat= zeigten 
nach 3!/, Monaten ebenfal!s deutliches Bakterienwachstum. Nichtsdesto- 
weniger war auch hier keine Veranderung der zugesetzten Lavulose zu 
erkennen. Sauerung war in keinem Falle eingetreten, die Orcinreaktion 
immer negativ. 

In Glucose, die zu 5% im Hefewasser gelést war, zeigte sich nach 
31/, Monaten schon makroskopisch deutliches Bakterienwachstum, das an 
der Triibung und an einem Baktenienring erkannt werden konnte. Chemisc!: 
waren bedeutende Verinderungen nachweisbar. Die Reaktion gegen 
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Lackmus war stark sauer, nach der Wasserdampfdestillation verbrauchten 
die fliichtigen Séuren aus 10 cem der Nahrlésung 0,6 cem n/10 Natronlauge 
und die nichtfliichtigen Séuren aus demselben Volumen der Nahrlésung 
22,8cem n/10 Natronlauge zur Neutralisation. Die Orcinreaktion war 
deutlich positiv, Fehling wurde stark reduziert. Im Géarungssaccharometer 
nach Lohnstein konnte der restliche Zucker mit 0,94°, ermittelt werden. 
Nach Bertrand bestimmt, erhielten wir einen Wert von 1,02, Glucose 
(+ Ketogluconsiure). Rechnet man die Differenz aus diesen beiden Werten 
auf Ketogluconsiure um, so ergibt das 0,11% Ketogluconsiure. Der 
Hauptteil der nichtfliichtigen Saéure wurde durch das Calciumsalz als 
Gluconséure nachgewiesen. Das pq der Lésung zu dem angegebenen Zeit- 
punkt hetrug 2,45. 


Die Zusammenfassung obiger Werte gibt folgende Bilanz: 

0,04°% Essigséure entsprechen 0,8% der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

4,36 % Gluconsaéure entsprechen 80,2 %% der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

0,11% Ketogluconsiéure entsprechen 2,0% der urspriinglich an- 
gewandten Glucose, 

0,94% unverindert gefundcne Glucose entsprechen 18,8%, der ur- 
spriinglich vorhandenen Glucose. 


5 %ige Glucoselésung, der 2% Calciwmcarbonat zugesetzt wurde, zeigte 
zwar nach 3!/, Monaten deutliche Vermehrung der Bakterien, lie jedoch 
chemische Verainderungen der zugesetzten Glucose vollstandig vermissen. 
Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, die Orcinreaktion negativ 
Nach Bertrand konnten 4,93°%, Glucose, also praktisch die gesamte an- 
gewandte Menge, bestimmt werden. 

Da es sehr merkwiirdig schien, da8 das untersuchte Bakteriuin nicht 
imstande sein sollte Glucose bei Gegenwart von Calciumecarbonat zu ver- 
andern, wurde angenommen, daf dies auf der ungiinstigen Wirkung des 
pa der Lésung beruhen muS8. Zur Stiitzung dieser Ansicht wurden neue 
Versuche in der Art vorgenommen, da zu den Lésungen neben 5 %, Glucosx 
und 2% Caleiumcarbonat noch eine Spur (0,3 %) freier Gluconsdure zugesetzt 
wurde. Dadurch wurde das pg auf einen Wert von 5,8 gebracht, der scheinbar 
fiir die Entwicklung der Lebenstatigkeit des Bakteriums bedeutend giinstiger 
war. Es lieB sich nimlich schon nach etwa 2 Wochen eine erhebliche Menge 
von Calciumgluconat nachweisen. Durch Eindampfen von 20 ccm der 
hei8 filtrierten Naéhrlésung wurde 0,371 g schwach braunes Calciumgluconat 
erhalten, das nach Abzug der der zugesetzten freien Gluconséure ent- 
sprechenden Menge, einem Gehalt von 1,5¢ % Calciumgluconat gleichkommt. 
Der restliche Zucker wurde nach Lohnstein bestimmt und ergab 3,8 %, 
Glucose. Die Orcinreaktion war negativ. 

Zu diesem Zeitpunkt waren demnach 1.50% Calciumgluconat aus 
24% der angewandten Glucose und 3,8 % restliche Glucose, die 76% der 
angewandten Menge entspricht, in der Lésung vorhanden. 

In 2 %igen Galaktoselosungen konnte nach 3!/, Monaten an der Triibung 
und an den Bakterienfléckchen deutliches Wachstum erkannt werden. 
Die Reaktion gegen Lackmus war jedoch in allen untersuchten Fallen 
neutral, demnach keine Séuerung nachzuweisen. 

Rohrzucker, der zu 5% im Hefewasser gelést wurde, zeigte ebenfalls 
starke Triibung und Bakterienfléckchen am Boden. Die Reaktion gegen 
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Lackmus war schwach sauer, 10 ccm verbrauchten 0,8 cem n/10 Natron- 
lauge. Fehlingsche Lésung wurde sehr stark reduziert, die Seliwano/f 
Reaktion war stark positiv. Die Bestimmung des gebildeten Invertzuckers 
erfolgte nach Bertrand: 1 ccm verbrauchte 13,8cem n/10 KMnO,. Das 
entspricht einem Gehalt von 4,57% Invertzucker in der Nahrlésunyg. 
86,8% des angewandten Rohrzuckers wurden demnach inverticrt. 

Maltose, Milchzucker und Raffinose, die zu 2% im Hefewasser gelist 
wurden, lieBen nach 5'/,Monaten deutliches, bei Milchzucker sogar sehr 
starkes Bakterienwachstum erkennen. In keinem Falle wurde jedoch eine 
Anderung der zugesetzten Substanz beobachtet. Gegen Lackmus reagierten 
alle Lésungen neutral, die Raffinoselésung reduzierte nicht Fehlingsche 
Lésung. 

2%ige Dextrinlésungen zeigten nach 31/,Monaten weder ein makro 
skopisch sichtbares Bakterienwachstum, noch chemische Veranderuny. 
Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 

b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. Athylalkohol wurde dem 
Hefewasser nach dem Sterilisieren zu 2% zugesetzt und beimpft. Nach 
1 Monat waren starke Triibung und diinne, weiSliche Bakterienhaut- 
stiickchen zu beobachten. Die Reaktion gegen Lackmus war stark sauer. 
10 cem verbrauchten 22,0cem n/10 Natronlauge, das entspricht einem 
Gehalt von 1,32 % Essigséure, die durch Oxydation von 50,5 % des Alkohols 
entstanden ist. Nach 34% Monaten hatte sich die Aziditat nur unwesentlich 
erhoht. (10 ccm verbrauchten 22,6 ccm n/10 Natronlauge.) Das px der 
beimpften Naéhrlésung wurde zu diesem Zeitpunkt zu 3,15 gefunden. 

In Propylalkohol, dem Hefewasser zu 2% zugesetzt, war nach 
3!/, Monaten eine zusammenhangende, papierdiinne Hautdecke gewachsen, 
die sich an der Glaswand emporzog. Die Reaktion gegen Lackmus 
war stark sauer, 10 ccm verbrauchten 19,2 cem n/10 Natronlauge. In der 
beimpften Nahrlésung waren demnach 1,42% Propionsfure aus 57,5% 
des angewandten Propylalkohols entstanden. 

2%ige Glycerinlésungen lieBen nach 3'/, Monaten weiBe Hautstiicke 
auf der Oberflache und Triibung erkennen. Chemisch war jedoch keine 
Verainderung nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral. 
Fehling wurde weder in der Kalte, noch in der Hitze reduziert. 

Jn 2% igen Mannitlisungen war nach 3'/,Monaten schon an der 
Triibung der Fliissigkeit deutliches Bakterienwachstum zu erkennen. 
Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehling wurde in der Hitze 
deutlich reduziert. Auch die Seliwanoff-Reaktion war positiv. Bei der 
quantitativen Bestimmung nach Bertrand wurden fiir 5 cem der Naéhrlésung 
3,76 com n/10 KMnO, verbraucht. Als Liavulose berechnet, entspricht 
das einem Gehalt von 0,23 % Lavulose in der Lésung, die aus 11,5 % des 
angewandten Mannits entstanden ist. 

Sorbit (E. Merck), der zu 2 % gelést und bei einer Temperatur von 30° ( 
aufbewahrt wurde, zeigte nach 3 Wochen starke baktericlle Triibung und 
kleine, diinne Hautstiickchen, doch keinerlei chemische Veranderung. 
Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 

c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. 5 %ige Calcium-Gluconat- 
lésungen zeigten nach 3!/,Monaten weder makroskopisch sichtbares Bak- 
terienwachstum, noch chemische Veranderungen. Fehling wurde nicht 
reduziert. 

In 2%igen Gluconsdurelésungen waren nach 3'/, Monaten Bakterien- 
fléckchen am Boden zu erkennen. Die Aziditaét pro 10 ccm betrug 10,0 ccm 


Tabelle VI. 


Bact. aceti (W. Henneberq, Kiel). 
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n/10 Natronlauge, war also unverandert geblieben. Dagegen war schwache 
teduktion von Fehling und deutliche Orcinreaktion zu beobachten. Bei 
der quantitativen Bestimmung der wahrscheinlich entstandenen Keto- 
zluconséure nach Sertrand wurden fiir 5cem der Nahrlésung 2,1 cem 
n/10 KMnO, verbraucht. Unter Beriicksichtigung der Reduktionstabellen 
velangt man zu einem Wert von 0,20% Ketogluconséure in der Lésung, 
die durch Oxydation von 10 % der angewandten Gluconsaure entstanden ist. 


{tl. Zusammenfassung. 


Das untersuchte Bact. aceti (von W.Henneberg) zeigte ein aus- 
gesprochen schwaches Oxydationsvermégen gegeniiber einer groBen 
Zahl der untersuchten Substrate, Von Kohlenhydraten wurde nur 
Glucose bei Abwesenheit von Calciumcarbonat bis zu 80°, zu Glucon- 
siure oxydiert. Dabei trat auch eine geringe Menge (0,11°,) Keto- 
gluconsaure auf. Eigenartig fiir dieses Bakterium ist, daB es Glucose bei 
Gegenwart von Calciumcarbonat nicht anzugreifen vermag, wahrend ein 
geringer Zusatz von Gluconsiure und damit die Verschiebung des 
pu in das schwach saure Gebiet geniigt, um die Oxydationstatigkeit der 
Bakterien in Gang zu bringen. Alle anderen untersuchten Zucker 
wurden nicht verdndert. Nur beim Rohrzucker war sehr starke 
Inversion, doch fast keine Saéuerung zu beobachten. 

Athyl- und Propylalkohol werden maBig g-siuert, dabei tritt keine 
Weiteroxydation der entstehenden Saure auf. Glycerin und Sorbit 
werden nicht veraindert. Eine Ausnahme bildet der Mannit, der in 
geringem Prozentsatz zu Lavulose oxydiert wird. Calciumgluconat 
kann vom Bakterium nicht angegriffen werden, wahrend reine 
Gluconsaure doch zum kleinen Teil zu Ketogluconsaéure oxydiert wird. 
Die letzteren Befunde decken sich mit den bei Glucose mit und ohne 
Calciumcarbonatzusatz beobachteten Resultaten. 


2. Bact. Pasteurianum. 
I. Zur Morphologie des Bact. Pasteurianum. 


Die uns vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin zur Verfiigung 
gestellte Reinkultur von Bact. Pasteurianum wurde auf Wiirzeagar weiter- 
geziichtet. Der Stamm bildete auf diesem Nahrboden matte, feuchte 
Kulturen. Am Grund der Réhrchen war eine matte, auBerst diinne Bakterien- 
haut zu sehen. Auf fliissigen Nahrbéden bilden sich zumeist diinne Haute, 
die beim Schiitteln in Fléckchen zu Boden sinken. Die mikroskopische 
Untersuchung zeigte ziemlich groBe Zellen, die zu Doppelformen oder 
manchmal zu Ketten vereinigt waren. 


Il. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. Pasteurianum. 


Die Beimpfung erfolgte am 3. Dezember 1929. 


a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Arabinose zu 2%, in 
Hefewasser gelést, lie} nach 3'/,Monaten zwar schwache Gelbfarbung, 
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doch makroskopisch kein Bakterienwachstum erkennen. Chemisch wa: 
starke Séuerung nachzuweisen. 10ccm der urspriinglichen N&éhrlésuny 
verbrauchten 6,0 cem n/10 Natronlauge zur Neutralisation. Als Arabor 
siure berechnet, ergibt sich ein Gehalt von 1,0, Arabonséure. 45%, der 
Arahinose wurden demnach zu Arabonsiiure oxydiert. 

In 2% igen Ldvuloselédsungen waren nach 3'/,Monaten kleine, weile 
Bakterienflickchen an der Oberfliche zu erkennen, die beim Schiitteln 
sehr leicht zu Boden sanken. Die Reaktion war fast neutral, chemise}, 
war keine Veranderung nachzuweisen. 

Auch in 2%igen Ldvuloselésungen, denen zur Neutralisation de 
eventuell entstehenden Sdéure 1% CaCO, zugesetzt wurde, konnten die 
gleichen Beobachtungen gemacht werden. Die Lésungen waren schwach 
gelb und zeigten kleine weiSe Bakterienflocken. Chemisch war auch hie: 
keine Veranderung wahrzunehmen, die Orcinreaktion war negativ. 

Wasserfreie Glucose wurde zu 5°, in Hefewasser gelést, sterilisiert und 
beimpft. Am 13. Marz 1930 waren wenige Bakterienfléckchen zu erkennen. 
Fehlingsche Lésung wurde stark reduziert, die Orcinreaktion war negativ, 
die Reaktion gegen Lackmus stark sauer. 10 cem der Nabrlésung ver- 
brauchten zur Neutralisation 27,8 ccm n/10 Natronlauge. Wie aus den 
Titrationen nach der Wasserdampfdestillation hervorging, wurden 22,8 ccm 
zur Neutralisierung der nichtfliichtigen und 5,0 cem n/10 Natronlauge zu 
der der fliichtigen Saure verwendet. Die nichtfliichtige Saiure konnte durch 
das Calciumsalz als Gluconsaure identifiziert werden, waihrend die fliichtige 
Saéure mit Hilfe der Essigsiureathylesterreaktion als Essigsiure erkannt 
werden konnte. Die Umrechnung der Titrationsergebnisse ergibt einen 
Gehalt von 4,47 %, Gluconséure und 0,3 %, Essigsiure in der Lésung. Der 
restliche Zucker wurde nach Kertrand bestimmt und ergab 0,93 % Glucose. 
Ketogluconsiure war nicht nachweisbar, was aus dem negativen Befund 
der Orcinreaktion zu erkennen war. Das pg der Lésung betrug 2.45. 

Die gefundenen Umwandlungsprodukte der Glucose ergeben folgende 
Berechnung: 

0,3% Essigsiure entspricht 6° der urspriinglich angewandten 

Glucose, 

4,47% Gluconsiure entspricht 80°, der urspriinglich angewandten 

‘ Glucose, 

0,93 % unverandert gefundene Glucose entspricht 18% der urspriing- 

lich angewandten Glucose. 

Bei Verwendung von 5 % Glucose mit 2%, CaCO, war am 13. Marz 1930 
Gelbfarbung und makroskopisch starkes Bakterienwachstum zu erkennen. 
Die Orcinreaktion war positiv. Nach dem Eindampfen eines Teiles der 
Lésung konnten keinerlei Kristalle beobachtet werden, die auf wesentliche 
Mengen von Gluconsiure oder Ketogluconsaure schlieBen lieBen. 

Da auch bei diesem Bakterium vermutet wurde, daB das pq der Lésung 
einen wesentlichen Minflu8 auf die Oxydationswirkung avuszuiiben vermag. 
so wiederholten wir diese Versuche unter Zugabe von 0,3% Gluconsdure. 
Dadurch wurde das pq auf einen Wert von 5,7 verschoben. Schon nacl 
3 Wochen hatte sich eine diinne Bakterienhaut gebildet. Die Orcinreaktion 
war deutlich positiv. 2U cem der Nahrlésung wurden in der Hitze filtriert. 
eingeengt und lieferten 1,16 g schwach braunes Calciumgluconat. Bei 
der Vergirung mit Hefe im Saccharometer nach Lohnstein wurde keine 
restliche Glucose gefunden. 2 ccm nach Bertrand behandelt, verbrauchten 
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3,05 cem n/10 KMnQ,. Das entspricht einem Gehalt von 0,78° an Calcium- 
Ketogluconat. Ketogluconatkristalle waren nicht ausgefallen. Rechnet man 
die zugesetzte Menge an Gluconséiure vom gefundenen Ca!ciumgluconat 
ab, so gelangt man zu folgender Bilanz: 


5,45% Calciumgluconat entsprechen 87,2°, der angewandten Glucose, 

0,78 % Calcium-Ketogluconat entsprechen 11,7 % der angewandten 
Glucose, 

0% restliche Glucose. 


In 2% igen Galaktoselésungen war am 13. Marz 1930 makroskopisch 
kein Bakterienwachstum zu erkennen. Die Reaktion gegen Lackmus war 
sauer, 10 cem der Naéhrlésung verbrauchten 4,0 cem n/10 Natronlauge zur 
Neutralisation. Als Galaktonséure berechnet entspricht dieser Wert einem 
Gehalt von 0,78% Galaktonsiure in der Lésung bzw. einer Oxydation 
von 36 % der angewandten Galaktose. 


Rohrzucker wurde zu 5% im Hefewasser gelést und beimpft. Nach 
3'/, Monaten war makroskopisch starke Triibung wahrzunehmen. Fehling 
wurde reduziert. Die Reduktionskraft der Nahrlésung wurde nach Bertrand 
bestimmt. 2 cem verbrauchten 8,83 cem n/10 KMnOQ,, die 1,41 % Invert- 
zucker entsprechen. Nach der Wasserdampfdestillation von 10 cem der 
beimpften Rohrzuckerlésung waren zur Neutralisation der nichtfliichtigen 
Saure 4,1 und zu der der fliichtigen Séure 0,4 cem n/10 Natronlauge er- 
forderlich. Rechnet man den Wert fiir die nichtfliichtige Saure auf Glucon- 
siure um, so entspricht dies 0,8% Gluconséure. Die gefundenen Umwand- 
lungsprodukte ergeben demnach: 


1,41% Invertzucker entsprechen 26,8 % des urspriinglich angewandten 
Rohrzuckers, 


0,8 % Gluconsféure entsprechen 14°, des urspriinglich angewandten 
7/0 Pp /o I £ £ 
Rohrzuckers. 


Die Untersuchung von 2% igen Maltose- und 2% igen Milchzucker- 
lisungen lieB nach 3!/,Monaten makroskopisch héchstens ein schwaches 
Bakterienwachstum erkennen. Die Reaktion war in allen Fallen neutral, 
chemisch also keine Veréinderung nachweisbar. 

Auch in 2%igen Kaffinose- und 2% igen De.xtrinlésungen war nach 
3'/, Monaten chemisch keine Verainderung wahrzunehmen. Die Reaktion 
war in allen Fallen neutral, F'ehling wurde nicht reduziert. In den Raffinose- 
lésungen zeigte eine starke Triibung Bakterienwachtum an. 

b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. Ath ylalkohol wurde dem 
Hefewasser nach dem Sterilisieren zu 2% zugesetzt und beimpft. Nach 
1 Monat hatte sich eine diinne Bakterienhaut gebildet. 10 ccm der Nahr- 
lésung verbrauchten 15,0 cem n/10 Natronlauge, die einem Gehalt von 
0,9% Essigséiure in der Lésung entsprechen. 34,5 des Alkohols waren 
demnach zu Essigsiiture oxydiert worden. Nach 3'/,Monaten betrug die 
Aziditét in derselben Lésung pro 10 cem 18,5 ccm n/10 Natronlauge, die 
1,08 &%, Essigséiure, oder einem Umsatz von 41,4 % des Alkohols entsprechen. 
Eine Weiteroxydation der Essigséure konnte also bis zu dieser Zeit: nicht 
nachgewiesen werden. 

In Hefewasser mit 2% Propylalkohol war nach 3'/, Monaten makro- 
skopisch kein Bakterienwachstum zu erkennen. Nichtsdestoweniger war 
die Reaktion gegen Lackmus stark sauer. 10 cem verbrauchten zur Neutra- 
lisation 13,6 cem n/10 Natronlauge. Auf Propionsiure umgerechnet ergibt 

Biochemische Zeitschrift Band 233. 12 





| 
| 











178 S. Hermann u. P. Neuschul: 


dies einen Gehalt von 1,02 % Propionsaéure in der Lésung bzw. eine Oxydation 
von 41 % des angewandten Propylalkohols. 

In Hefewasser mit 2% Glycerinzwsatz war am 13. Marz 1930 makro- 
skopisch starkes Bakterienwachstum zu erkennen. An der Oberfliche der 
Fliissigkeit war eine flockige Bakterienhaut zu sehen und viele Flocken 
waren zu Boden gefallen. Die Reaktion der Lésung war fast neutral, 10 cem 
verbrauchten 0,5 ccm n/10 Natronlauge. Fehlingsche Lésung wurde nicht 
reduziert. Das angewandte Glycerin wurde demnach durch das Bakterium 
nicht verandert. 

2% Erythrit in Hefewasser zeigte nach 3!/, Monaten einen deutlichen 
Bakterienring an der Oberflache der Fliissigkeit. Chemisch war keine Ver- 
anderung nachzuweisen. Die Reaktion war neutral, Fehling wurde nicht 
reduziert. 

Mannit, der zu 2%, im Hefewasser gelést war, lieB nach 3'/, Monaten 
makroskopisch kein Bakterienwachstum erkennen. Chemisch war jedoch 
starke Reduktionsfahigkeit der Nahrlésung gegen Fehling wahrzunehmen. 
Auch die Seliwanoff-Reaktion auf Ketosen war stark positiv: die Gegenwart 
von Lavulose demnach wahrscheinlich gemacht. Eine qualitative Priifung 
der beimpften Lésung mit Phenylhydrazin und Essigséure gab nach kurzem 
Stehen in der Kalte einen feinen gelben Niederschlag, der abfiltriert und 
getrocknet einen Schmelzpunkt von 190°C (unter Zersetzung) zeigte. 
Nach Vergleich mit den Angaben Fischers (22) kann es sich nur um das 
Phenylhydrazon der Mannose handeln. Es diirfte sich demnach bei der 
Oxydation des Mannits durch das Bacterium Pasteurianum Liévulose und 
Mannose bilden. Die quantitative Bestimmung geschah nach der Rertrand- 
schen Methode. 2 ccm der Nahrlésung verbrauchten 6,55 cem n/10 KMnO,. 
Als Mannose berechnet entspricht dies einem Gehalt von 1,03 °% Mannose 
in der Lésung, oder einer Umwandlung von 52 %, des angewandten Mannits. 

In 2 %iger Sorbitlisung war nach 3'/, Monaten schwache Gelbfarbung, 
aber kein sichtbares Bakterienwachstum zu erkennen. Die Reaktion der 
Lésung war schwach alkalisch, Fehling wurde nicht reduziert. 

Dulcit, za 2% in Hefewasser gelést, zeigte nach 3'/, Monaten Triibung 
und schwachen Bakterienring. Die Reaktion war alkalisch, Fehkling wurde 
nicht reduziert. 

_ ¢) Verhalten gegen Gluconsiure in Hefewasser. In 5%igen Calcium- 
gluconatlisungen war nach 3'/,Monaten zwar makroskopisch schwaches 
Bakterienwachstum zu erkennen, doch chemisch keine Veranderung nach- 
zuweisen. Fehling wurde nicht reduziert, die Reaktion gegen Lackmus war 
neutral. Es waren keine Kristalle zu sehen. 

In 2%iger Gluconsdure war nach 3!/,Monaten weder P>-kterien- 
wachstum, noch eine chemische Verainderung zu erkennen. Fehling wurde 
nicht reduziert. 

IIT. Zusammenfassung. 


Das von uns untersuchte Bact. Pasteurianum kann als starker 
Saurebildner bezeichnet werden. Es vermag unter den angegebenen 
Bedingungen Athyl- und Propylalkohol zu den entsprechenden Sauren 
zu oxydieren, ferner Arabinose, Glucose und Galaktose in erheblichen 
Mengen in Arabonsaure, Gluconsiure bzw. Galaktonsaure tiberzufiihren. 
Rohrzucker wird von ihm stark invertiert und die entstehende Glucose 
zu Gluconséure oxydiert. Die héheren Alkohole sowie Gluconsaure 


Tabelle V11. 
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und ihr Caleciumsalz werden von ihm zwar zum Teil als Nahrstoffe 
verwendet, doch war eine Verainderung der Substrate, besonders 
eine auftretende Ketobildung nicht nachzuweisen. Eine Ausnahme bildet 
der Mannit, aus dem scheinbar neben Mannose auch Lavulose entsteht. 
Kigenartig ist auch das Verhalten des Bakteriums gegeniiber Glucose, 
der Calcitumcarbonat zugesetzt wurde, also bei gleichmaBig neutral 
bleibender Reaktion: Trotz starken Wachstums des Bakteriums konnte 
in diesem Falle keinerlei Gluconséurebildung beobachtet werden. 
Wurde jedoch das py nach der sauren Seite verschoben, so konnte auch 
bei Gegenwart von Calciumcarbonat starke Gluconséure- und sogar 
Ketogluconsaurebildung nachgewiesen werden. 


3. Bact. acetcsum. 
I. Zur Morphologie des Bact. acetosum. 


Zur Untersuchung gelangten zwei Staémme des Bact. acetosum, von denen 
der eine (Stamm A) vom Institut fiir Garungsgewerbe in Berlin bezogen, 
wahrend der andere (Stamm B) uns von W.Henneberg zur Verfiigung 
gestellt wurde. Sowohl die morphologische, als auch die physiologisch- 
chemische Untersuchung der beiden Stémme zeigte, wie aus dem folgenden 
hervorgeht, keine wesentlichen Unterschiede, so da die Untersuchungs- 
ergebnisse gemeinsam beschrieben werden kénnen. 

Die bezogenen Reinkulturen wurden auf Wiirzeagar weitergeimpft 
und vermehrt. Auf diesem Nabrboden wichst das Bakterium als schwach 
gelbe, salbenartige Masse, manchmal auch in punktférmigen Kolonien. 
Auf Kondenswasser bilden sich diinne Haéutchen. Die mikroskopische 
Untersuchung ergab keine Besonderheiten, es waren zumeist kleine, rund- 
liche, haufig zu Diplo- oder auch Kettenformen angeordnete Bakterien zu 
sehen. In Fliissigkeitskulturen entsteht zumeist eine zusammenhangende, 
weiBliche, papierdiinne Hautdecke, die an den Glaswinden der Kultur- 
gefaBe etwas emporsteigt. 


Il. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen. 


Stamm A (aus Berlin) wurde am 13. November 1929, Stamm B am 
18. November 1929 aus den Reinkulturen in die Fliissigkeiten iiberimpft. 

a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Arabinose, zu 2%, 
im Hefewasser gelést, zeigte bei beiden Stémmen am 27. Februar bzw. 
12. Marz 1930 starke, durch Bakterien hervorgerufene Triibung. Zur 
Neutralisation von 10 cem waren bei Stamm A 6,0 ccm n/10 Natronlauge, 
bei Stamm B 9,4 cem erforderlich. Als Arabonsaure berechnet entsprechen 
diese Werte einem Gehalt von 1,0% bzw. 1,56% Arabonséure. Stamm A 
hatte also in der angegebenen Zeit 45%, Stamm B 70% der Arabinose 
zur Arabonséure oxydiert. 

Ldvulose wurde ebenfalls zu 2% in Hefewasser gelést und zeigte starke 
Triibungen und Bakterienhaute, die beim Umschiitteln zu Boden fielen. Die 
Reaktion gegen Lackmus war schwach sauer, 10 ccm verbrauchten 1,0 cem 
n/l10 Natroniauge, die Orcinreaktion war in allen Fallen negativ. 

Lésungen von 2 %, Ldvulose in Hefewasser unter Zusatz von 1°, CaCO, 
lieBen am 23. Februar bzw. 12. Marz 1930 zwar starkes Bakterienwachstum, 














. 
4 


. 
: 
: 





182 S. Hermann u. P. Neuschul: 


doch keine chemische Verinderung wahrnehmen. Die Orcinreaktion wa 
in allen untersuchten Fallen negativ. 

5% ige Lésungen von Glucose in Hefewasser zeigten am 27. Februa: 
bzw. 12. Marz 1930 bei beiden Stémmen starke Triibung und Hautbildungen 
an der Oberflache. 

Die chemische Untersuchung der Nahrlésung hei Stumm A hatte 
folgendes Ergebnis: Fehling wurde stark reduziert, die Orcinreaktion wa 
negativ, Ketogluconsiure also nicht vorhanden. Die restliche Glucose 
wurde nach Lohnstein im Gérungssaccharometer bestimmt und erga!) 
0.94%. Zur Neutralisation von 10 ccm der Lésung waren 22,0 cem n/1) 
Natronlauge erforderlich, die, als Cluconséure berechnet, 4,31°% diese: 
Saure entsprechen. Eine mit Wasserdampf fliichtige Saure war praktisch 
nicht vorhanden. Zum Nachweis der Gluconséure wurde ihr Calciumsa!z 
hergestellt. 20 cem der Fliissigkeit wurden in der Hitze mit CaCO, neutra 
lisiert, filtriert und nach dem Einengen das Calciumsalz mit Alkohol aus. 
gefallt. Das Gewicht der weiSen Kristallmasse betrug nach dem Trocknen 
0,862 g. Zur Identifizierung wurde die spezifische Drehung des polarisierten 
Lichtes und der Schmelzpunkt des Phenylhydrazids bestimmt. 1,1158 ¢ 
in 15 cem heiBem Wasser gelést, gaben nach dem Erkalten einen Drehungs- 
winkel von + 0,47°. [alp = + 6,32°. Die nach der Umsetzung mit Pheny! 
hydrazin und Essigséure entstehenden gelben Kristalle wurden mit Hilfe 
von Tierkohle umkristallisiert und ergaben weiBe Nadeln, deren Schmelz- 
punkt bei 200°C lag. Gluconsaure erschien demnach nachgewiesen. Das 
pu der beimpften Nahrlésung betrug 2.45. 

Die gefundenen Produkte in 100 cem Lésung entsprechen in Prozenten 
der angewandten Glucose: 

4,31 g Gluconsaure entsprechen 78,4° der angewandten Glucose 

9,94 ¢ restliche Glucose Pa 18.8% .,, i om 

Stamm B zeigte dhnliche Verhdltnisse: Der Zucker wurde nach Bertrand 
bestimmt, 2 cem verbrauchten 6,83 ccm n/10 KMnQ,, die 1,19°% Glucose 
in der Lésung anzeigen. Gluconséure war zu 4,3°% vorhanden, was aus 
den Titrationsergebnissen berechnet wurde. (10 cem verbrauchten 22,0 ccm 
n/10 Natronlauge.) Fliichtige Saure war praktisch nicht vorhanden, dic 
Orcinreaktion negativ, also auch Ketogluconséure abwesend. Die (lucon- 
siuré wurde wieder als Calciimsalz nachgewiesen. 20cem der Lésung 
wurden, wie oben beschrieben, mit CaCO, umgesetzt und gaben 1,0) ¢ 
einer weiSen Kristallmasse, die aus mikroskopischen Nadeln bestand. 
Der Calciumgehalt, als Calciumsulfat bestimmt, ergab 8,96 °% Ca. 

{In 100 cem Lésung waren demnach vorhanden: 

4,3 g Gluconsiure, die 78% der angewandten Glucose entsprecher 
1,19 ¢ restliche Glucose ,, 24% .,, - 

5 %ige Glucoselésungen, denen pro 100 cem 2 g CaCO, zugesetzt waren. 
zeigten wieder sehr ahnliches Verhalten der beiden Stamme. AuBerlich 
waren am 27. Februar bzw. 12. Marz 1930 starke Triibungen und matte 
Bakterienhaute erkennbar. 

Die mit Stamm A beimpften Lésungen gaben starke Fehlingsche 
Reduktion und sehr schwache Orcinreaktion. Der restliche Zucker gemein 
sam mit den Spuren Ketogluconat, die durch die Orcinreaktion angezeixt 
werden, wurde nach Bertrand bestimmt, 5 cem verbrauchten 4,50 ccm 
n/10 KMnQ,, was 0,28% Glucose in der Lésung entspricht. Zur ange 
naherten Bestimmung des Ca-Gluconats wurden 25cem der Nahrlésung 





einge 
zeigt 
1,196 
Erka 
betra 
einen 

I 

4,95 5 
0,28 ¢ 

] 

reduz 
verbr 
20 cer 
geben 
Nadel 
21)? ( 
Ii 

5.04 g 
0.48 zg 
Ih 
Stamn 
3aktel 
Galak 
entspr 
von 5, 
einen 1 
5 { 
kenner 
St 

eine di 
wurde 
Reakti 
n/10 N 
2 com C 
117% 
mpows 
Ste 
Bakteri 
zu erke 
positiv. 
Bertran 
braucht 
zu Inve 
2% 
schwack 
anderun 
2% 
stoffe, 1 
Fallen n 
2% 

des Bak 








Ose 


mid 
ose 
aus 
cm 
die 
on- 
ung 
Wo 


und. 


wth 


ren. 
rlich 
atte 


sche 
ern 
zeigt 
ecm 
ungre 
sung 





Biochemie der Essigbakterien usw. 183 


eingeengt, heiB filtriert und mit Alkohol ausgefallt. 1,238 ¢ weiBe Kristalle 
zeigten unter dem Mikroskop die typischen Nadeln des Ca-Gluconats. 
1.1960 g der weiBen Kristallmasse, in 20 cem hei gelést, zeigten nach dem 
Erkalten einen Drehungswinkel von + 0,38°. Die spezifische Drehung 
betragt [<]Jp = + 6,35°. Die weiBen Nadeln des Phenylhydrazids gaben 
einen Schmelzpunkt von 198° C. 

In 100 cem Lésung waren demnach vorhanden: 


4,95 g Ca-Gluconat, die 80 % der angewandten ilucose entsprechen 
0,28 g restliche Glucose, ,, 5,6% 


Bei Stamm B zeigen sich ahnliche Verhialtnisse. F'ehling wird stark 
reduziert, die Orcinreaktion ist fast negativ. Nach Rertrand bestimmt, 
verbrauchen 2 cem 3,1 cem n/10 KMnQ,, die 0,48 °% Glucose entsprechen. 
20cem am Wasserbad eingedampft, filtriert und mit Alkohol ausgefallt, 
geben 1,008 g einer weiBen Kristallmasse, die die typischen mikroskopischen 
Nadeln des Ca-Gluconats und ein Phenylhydrazid vom Schmelzpunkt 
200°C ergibt. 

In 100 cem Lésung sind also: 

5,04 g Ca-Gluconat, die 81 %, der angewandten Glucose entsprechen 
0,48 g restliche Glucose, ,, 9,6% ,, 


In Galaktose, die zu 2%, dem Hefewasser zugesetzt wurde, war bei 
Stamm A am 27. Februar 1930 starke bakterielle Triibung und eine matte 
jakterienhaut zu erkennen. Die Aziditaét pro 10 cem betrug 6,0, was 1,18 %, 
Galaktonsiure bzw. einem Umsatz von 59% der angewandten Galaktose 
entspricht. Stamm B zeigte einen schwachen Bakterienring, eine Aziditat 
von 5,6 cem n/10 Natronlauge pro 10 cem, also 1,1 % Calaktonséure, oder 
einen Umsatz von 50% der angewandten Galaktose. 

5% ige Rohrzuckerlésungen lieBen nachfolgende Veranderungen er- 
kennen: 

Stamm A: Am 27. Februar 1930 war starke Triibung der Lésung und 
eine diinne Bakterienhaut zu sehen, die beim Umschiitteln leicht zerstért 
wurde und in Flocken zu Bodden fiel. Fehling wurde reduziert, die Seliwanoff- 
Reaktion war stark posiiiv. 10 eem verbrauchten zur Neutralisation 3,5 cem 
o/19 Natronlauge. Der Invertzucker wurde nach Bertrand bestimmt, fiir 
2eem der Lésung waren 7,42 ccm n/10 K MnO, erforderlich. Dies entspricht 
1,17%, Invertzucker, oder einer Inversion von 23,4°%, des urspriinglich 
angewandten Rohrzuckers. 

Stamm B: In den Kulturlésungen war am 12. Marz starke, von 
Bakterien herriihrende Triibung und ein Bakterienring an der Glaswand 
zu erkennen. Fehling wurde reduziert, die Seliwanoff-Reaktion war stark 
positiv. Fiir 10 cem wurden 5,6 cem n/10 Natronlauge verbraucht. Nach 
Bertrand bestimmt, waren 2,0% Invertzucker vorhanden (2 ccm _ ver- 
brauchten 12,16 cem n/10 KMnQ,). 40% des Rohrzuckers waren demnach 
zu Invertzucker umgewandelt. 

2%ige Maltoselésungen lieBen am 27. Februar bzw. 12. Marz zwar 
schwaches Bakterienwachstum, doch in keinem Falle eine chemische Ver- 
anderung wahrnehmen. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral. 

2%ige Milchzuckerlésungen dienten weder dem Bakterium als Nahr- 
stoffe, noch wurden sie irgendwie verandert. Die Reaktion war in allen 
Fallen neutral. 

2%ige Raffinose- und 2%ige Dezxtrinlésungen lieBen ein Wachstum 
des Bakteriums zu, es waren in allen Fallen starke Triibung und haufig 
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matte Hautstiickchen an der Oberfliche zu erkennen, die chemischen 
Verdinderungen waren jedoch fast Null. 

b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. In 2%igen Athylalkohol. 
lésungen waren am 27. Februar bzw. 12. Marz 1930 starke bakterielle 
Triibungen und Bakterienhaute zu erkennen. Nach 1 Monat hatte sich bei 
Stamm A 0,62%, Essigsaure und bei Stamm B 1,04 % Essigséure gebildet. 
Nach dieser Zeit waren demnach 24 bzw. 40% des Alkohols za Essigsiiure 
oxydiert. 

Nach 31, Monaten hatte sich die Aziditaét bei Stamm A auf 20,0 ccm 
n/10 Natronlauge erhéht (das entspricht 1,20 Essigsaéure), bei Stamm /: 
war sie ungefahr gleich geblieben. Kine Weiteroxydation der entstandenen 
Saure konnte also bis zu dieser Zeit nicht nachgewiesen werden. 

In 2% igen Propylalkohollisungen sahen wir schwaches Bakterien- 
wachstum. Stamm A: 10 ccm verbrauchten am 27. Februar 19,1 cem n/1i) 
Natronlauge, das entspricht 1,41 % Propionsiure bzw. einer Oxydation von 
57%, des Propylalkohols. Stamm B: 10 cem verbrauchten am 12. Marz 
17,2cem n/10 Natronlauge zur Neutralisation. Das entspricht 1,27 °, 
Propionséure, oder einer Oxydation von 51 % des Propylalkohols. 

In 2% igen Glycerinlésungen war zwar starkes Bakterienwachstum, 
das an weibgefleckten, diinnen Bakterienhaiutchen zu erkennen war, nach- 
zuweisen, chemisch hatte sich jedoch nichts veraindert. Die Reaktion war 
neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 

Auch in 2 %igen Erythrit-, Mannit- und Dulcitlésungen war am 27. ke- 
bruar bzw. 12. Marz zwar Bakterienwachstum, doch keine chemische 
Verainderung zu erkennen. 

In 2%igen Sorbitlésungen (Schuchardt) war weder Bakterienwachstum, 
noch chemische Verinderung wahrzunehmen. 

c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. 5 %ige Caleiwm-Gluconat- 
lésungen bilden einen gut ahrboden fiir das Bakterium. Am 27. Februar 
bzw. 12. Marz 1930 we: eine verhaltnismaBig dicke Bakterienhaut ge- 
wachsen und starke Tri sungen zu erkennen. Kristallbildungen waren in 
keinem Falle zu beoback ten. 

Stamm A: Fehling wird stark reduziert, die Orcinreaktion ist positiv, 
Ca-Ketogluconat in der uésung wahrscheinlich vorhanden. Die Bertrand- 
sche Bestimmungsmethode ergibt fiir 2 cem einen Verbrauch von 3,7 ccm 
n/10 KMnQ,. Die Lésung enthalt demnach unter Beriicksichtigung der 
Bernhauerschen Reduktionstabelle 1,0% Ca-Ketogluconat. 18,7% des 
Ca-Ketogluconats wurden oxydiert. 

Stamm B lieB ahnliche Oxydationen erkennen. Auch hier waren Feh/ing- 
und Orcinreaktion positiv. Nach Bertrand verbrauchten 2 ccm 3,1 ccm 
n/10 KMnQ,, was 0,84 % Ca-Ketogluconat bzw. der Oxydation von 15.8 °, 
des angewandten Ca-Gluconats entspricht. 

Auch freie Gluconsdure, die zu 2% in Hefewasser gelést war, konnte 
durch Bakterium acetosum oxydiert werden. Das Wachstum war am 

27. Februar bzw. 12. Marz nur gering. Bei Stamm A wurde Fehling nur 
auBerst schwach reduziert, die Orcinreaktion war dementsprechend sehr 
schwach, bei Stamm B waren sowohl Fehling, als auch die Orcinreaktion 
etwas stirker positiv. In diesern Falle wurde auch die Bertrandsche Be- 
stimmung in 5ccm der Lésung durchgefiihrt, die 2,08 cem n/10 K MnO, 
verbrauchten. Die Lésung enthielt demnach 0,2°% Ketogluconséure; 10° 
der angewandten Gluconsiiure waren oxydiert worden. 





Vill. 
(Vom Inst. f. Garungsgewerbe in Berlin.) 


Tabelle 





acetosum Stamm A. 


Bac. 
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Biochemie der Essigbakterien usw. 


Ill. Zusammenfassung. 


Aus den vorstehend angefiihrten Ergebnissen und den Tabellen ist 
zu ersehen, daB die zwei untersuchten Stamme des Bact. acetosum nur 
eine beschrankte Anzahl der ihnen zur Verfiigung gestellten Substanzen 
zu verandern vermégen. Von den Kohlenhydraten wird Glucose bei 
weitem am starksten oxydiert. Unter den Versuchsbedingungen wurden 
etwa 78°, Glucose zu Gluconsiure oxydiert. Essigsiure und Keto- 
gluconsaure treten dabei nicht auf. Bei Gegenwart von Calciumcarbonat 
wird Glucose zu mindestens 80°, zu Ca-Gluconat oxydiert. Dabei 
bildet sich, jedoch in sehr geringem MaBe, auch etwas Ca-Keto- 
gluconat. Arabinose und Galaktose werden in sehr erheblicher Menge zu 
den entsprechenden Sauren oxydiert. Rohrzucker wird bis zu 40°, 
invertiert, daneben tritt durch Oxydation der gebildeten Glucose Saéure 
auf. Die ibrigen untersuchten Kohlenhydrate werden nicht verandert. 
Von Alkoholen wird nur Athyl- und Propylalkohol zu Essig- bzw. 
Propionsdure oxydiert. Dabei ist keine Weiteroxydation der ent- 
standenen Essigséure zu beobachten. Bei den mehrwertigen Alkoholen 
waren nirgends Veranderungen erkennbar. Reines Ca-Gluconat wird bis 
zu 20°, zu Ca-Ketogluconat, freie Gluconsiure maximal zu 10°, zu 
Ketogluconséure oxydiert. 


4. Bact. rancens. 


I. Zur Morphologie des Bact. rancens. 


Die Reinkultur des Bact. rancens wurde uns vom Institut fiir Gaérungs- 
gowerbe in Berlin zur Verfiigung gestellt. Zwecks Vermehrung ziichteten 
wir es auf Wiirzeagar weiter. Auf diesem Nahrboden bildete der Stamm 
weiBliche, feuchtglinzende Kolonien. Unter dem Mikroskop zeigten sich 
rundliche Zellen, die haufig zu Doppelformen vereinigt waren. Auf fliissigem 
N&ahrboden bildeten sich zumeist matte, diinne Bakterienhaute an der 
Oberflache aus, die sich an der Glaswand etwas emporzogen. 


Il. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. rancens. 


Die Beimpfung der Lésungen geschah am 13. November 1929. 
a) Verhalten gegen Kchlenhydrate in Hefewasser. Lésungen von 2g 


Arabinose in 100 ccm Hefewasser zeigten nach 31,monatigem Wachstum 
der Bakterien starke Triibung der Fliissigkeit. Die Reaktion gegen Lackmus 
war sauer, zur Titration von 10 cem waren 7,1] ccm n/10 Natronlauge er- 
forderlich. Das ergibt einen Gehalt von 1,18% Arabonséure, die durch 
Oxydation von 53% der angewandten Arabinose entstanden ist. 

In 2% igen Ldvuloselésungen war nach derselben Zeit makroskopisch 
nur schwaches Bakterienwachstum zu erkennen. Auch die chemische 
Untersuchung zeigte keine Verinderung. Die Reaktion gegen Lackmus 
war neutral, die Orcinreaktion auf Ketogluconsaure fiel negativ aus. 

In Lésungen, die auBer 2% Ldvulose noch 1% Calciumecarbenat ent- 
hielten, war nach 34 Monaten makroskopisch kein Bakterienwachstum 
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zu erkennen. Die Reaktion gegen Lackmus war unverandert neutral, dic 
Orcinreaktion negativ. 
In 5% igen Glucoselésungen war nach 34% Monaten an Triibungen und 
diinnen Bakterienhauten, die sich an der Glaswand emporzogen, starkes 
Bakterienwachstum makroskopisch erkennbar. Die chemische Unter- 
suchung ergab folgendes: Die Reaktion gegen Lackmus war stark sauer 
zur Titration von 10 cem waren 22,9ccm n/10 Natronlauge erforderlich. 
Davon entfielen auf fliichtige Saéure 1,6 cem und auf nichtfliichtige Saure 
21,3 cem n/10 Natronlauge. Rechnet man diese Werte entsprechend um, 
so ergibt sich ein Gehalt von 0,10% Essigsiure und 4,17 %, Gluconsiiure. 
Der Nachweis der ersteren geschah als Essigsiureithylester, wihrend dic 
Gluconsaure als Calciumsalz abgeschieden wurde. Wir fanden den Calcium- 
gehalt zu 8,92% Ca (als Sulfat bestimmt), wahrend fiir die spezifische 
Drehung bei 20° C ein Wert von [x]p = + 6,22° gefunden wurde. 
Fehlingsche Lésung wurde von der beimpften Nahriésung noch stark 
reduziert, doch war die Orcinreaktion negativ, also keine Ketogluconsiure 
vorhanden, so da8 die gesamte reduktionsfaihige Substanz als Glucose 
vorlag. Ihre Bestimmung geschah im Gérungssaccharometer nach Lohnstein. 
das einen Gehalt von 1,15° Glucose anzeigte. Das pq der Nahrlésung 
betrug zum angegebenen Zeitpunkt 2,45. Stellt man die gefundenen Werte 
zusammen, so gelangt man zu folgenden Rerechnungen: 
0,10% Essigsiure entspricht 2% der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

4,17% Gluconsdure entspricht 76,8% der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

1,15 %, restliche Glucose entspricht 23 % der urspriinglich angewandten 
Glucose. 

In Lésungen von 5% Glucose in Hefewasser, die zur Neutralisation 
der entstehenden Saure 2% Calciumcarbonat enthielten, war nach 31 Mo- 
naten ebenfalls starkes Bakterienwachstum makroskopisch zu erkennen. 
Die getriibte Lésung zeigte am Boden kleinere Bakterienfléckchen. Hin 
Teil des angewandten Calciumcarbonats schien in Lésung gegangen zu sein. 
Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehlingsche Lésung wurde 
reduziert, die Orcinreaktion war negativ. 

20 ccm der Nabrlésung wurden filtriert und eingeengt. Es kristalli- 
sierten weiBe Kristallaggregate aus, die ein Gewicht von 0,934 g hatten 
und als Calciumgluconat identifiziert wurden. Der restliche Zucker wurde 
nach Bertrand als 0,46% Glucose bestimmt. Die Zuckerbestimmung im 
Garungssaccharometer nach Lohnstein ergab den etwas héheren Wert von 
0,49 % Glucose. 

Die gefundenen Werte ergeben folgende Bilanz: 

4,67 %, Calciumgluconat entapricht 74,8% der angewandten Glucose, 

0,46% der unverindert gefundenen Glucose entspricht 9,2% der 

urspriinglich angewandten Glucose. 

Galaktose, die zu 2% gelést war, bot einen guten Nahrboden fiir (as 
Bakterium. Nach 3'/, Monaten war starke Triibung und ein ausgeprigter 
Bakterienring, der sich an der Glaswand etwas emporzog, zu erkennen. 
Die Reaktion der Lésung gegen Lackmus war sauer, 10 ccm verbrauchter 
zur Titration 5,5 cem n/10 Natronlauge. Rechnet man auf Galaktonséure 
um, so ergibt sich ein Gehalt von 1,08 % Galaktonsaure, die durch Oxydation 
von 48%, der angewandten Calaktose entstanden ist. 
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In 5%igen Rohrzuckerlésungen war zwar nach 3 ¥, Monaten ein sicht- 
bares Bakterienwachstum, doch chemisch keine, Verainderung zu erkennen. 
Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 
rst nach langerer Zeit (10 Monate) war schwache Sauerung aufgetreten 
und ziemliche Inversion. Die Aziditaét pro 10 cem betrug in diesem Zeit- 
punkt 1,9 ecm n/10 Natronlauge. 

Sowohl in 2% igen Maltose- und 2%igen Milchzucker-, als auch in 
2% igen Raffinose- und 2%igen Desxtrinlésungen war nach 3 ¥, Monaten 
deutliches Bakterienwachstum sichtbar. In keinem Falle jedoch war eine 
chemische Veranderung der Ausgangssubstanz zu beobachten. Die Lésungen 
reagierten gegen Lackmus neutral, die Raffinose- und Dextrinlésungen 
reduzierten nicht Fehlingsche Lésung. 

b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. Athylalkohol wurde zu 2%, 
zugesetzt. Nach 1 Monat war ein starkes Bakterienwachstum sichtbar. 
Die Reaktion gegen Lackmus war sauer. 10 cem verbrauchten 18,5 ecm 
n/10 Natronlauge, die 1,11°% Essigsaéure entsprechen. Bis zu dieser Zeit 
waren demnach 56%, des Alkohols zu Essigsiiure oxydiert worden. Das py 
der Lésung betrug 3,2. 

Die Untersuchung nach 31/, Monaten ergab keine wesentliche Anderung 
der angefiihrten Resultate, keinesfalls konnte eine Abnahme der  Essig- 
siuremenge nachgewiesen werden. 

Propylalkohol, ebenfalls zu 2% gelést, lie} nach 31/, Monaten makro- 
skopisch nur schwaches Bakterienwachstum erkennen. Die Lésung war 
jedoch ziemlich stark geséiuert worden, und zwar betrug die Aziditat pro 
10cem 9,7 cem n/10 Natronlauge. Danach ergibt sich ein Gehalt von 
0.72% Propionséure, die durch Oxydation von 29% des Propylalkohols 
entstanden ist. Auch hier konnte nach 16 Monaten keine weitere Anderung 
konstatiert werden. 

Die iibrigen untersuchten Alkvhole wurden vom Bact. rancens nicht 
verandert. So konnte zwar in 2 %igen Glycerin-, 2 %igen Hrythrit-, 2 %igen 
Mannit- und 2 % igen Dulcitlésungen deutliches Bakterienwachstum gesehen 
werden, doch war chemisch nirgends eine wesentliche Verinderung nach 
zuweisen. Fehlingsche Lésung wurde in keinem Falle reduziert, die 
Reaktion gegen Lackmus war neutral, mit Ausnahme einer anSerordentlich 
geringen Saéuerung beim Erythrit. In 2°%igen Sorhitlésungen war weder 
Bakterienwachstum, noch chemische Einwirkung erkennbar. 

c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. 5° ige Calcium-Gluconat- 
losungen zeigten nach 3 4% Monaten sehr starkes Bakterienwachstum. Die 
Lésungen waren stark getriibt und hatten haufig eine diinne Bakterien- 
hautdecke. Kristallbildungen waren nicht zu erkennen, Fehling wurde 
schwach reduziert, die Orcinreaktion war negativ. 

Auch in 2%igen (Gluconsdurelésungen war nach 3% Monaten das 
Bakterienwachstam makroskopisch an der Triibung und an der matten 
Bakterienhaut zu erkennen. Chemisch war jedoch keine Veriénderung 
nachzuweisen. Fehlingsche Lésung wurde nicht reduziert, auch die Orcin- 
reaktion war negativ. 


Ill. Zusammenfassung. 

Das untersuchte Bact. racens ist als Oxydationsbakterium, dem die 
Befahigung zur Ketosebildung fehlt, zu bezeichnen. Glucose wird in 
hohem MaBe sowohl in saurer, als auch in neutraler Lésung (zu etwa 75 °,,) 
zu Gluconséiure oxydiert. Eine Weiteroxydation dieser Siure am 
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5-Kohlenstoffatom zu Ketogluconséiure tritt tiberhaupt nicht auf 
Das Bakterium ist auBerdem befahigt, neben der Oxydation der niederen 
Alkohole (Athyl- und Propylalkohol) auch Arabinose und Galaktose zu 
den entsprechenden Sauren zu oxydieren. Die héheren Alkohole werde:, 
vom Bact. rancens zwar in einigen Fallen als Nahrstoffe akzeptiert 
doch konnte nie Oxydation, weder zum entsprechenden Aldo- noch zum 
Ketozucker, nachgewiesen werden. Hydrolytische Wirkungen treten 
ebenfalls nicht auf, da weder Rohrzucker noch Raffinose, Maltose ode: 
Milchzucker nach der angegebenen Zeit in die entsprechenden Monosen 


gespalten waren. 
5. Bact. ascendens. 


1. Zur Morphologie des Bact. ascendens (G&érungsinstitut Berlin). 


Die Reinkultur dieses Bakteriums wurde uns vom Institut fiir Garungs- 
gewerbe in Berlin zur Verfiigung gestellt. Auf Wiirzeagar wurde sie weiter- 
geziichtet, und zwar bildeten sich auf diesem Nahrboden zumeist kleine, 
punktférmige Kolonien, die schwach feuchtglinzend waren. Mikroskopisch 
zeigten sich besonders einzelne rundliche Formen, manchmal Doppelformen 
und selten hypertrophische, stark verlingerte Zellen. Auf fliissigen Nahr- 
béden bildeten sich haufig diinne Haute, die sich an der feuchten Glaswand 
emporzogen. Schon beim leichten Schiitteln zerfiel die Haut jedoch und 
bildete feine Flocken, die zu Boden sanken. 


Il. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. ascendens (Gérungsinstitut Berlin). 
Die Naéhrlésungen wurden am 13. November 1929 beimpft. 

a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Arabinose wurde 
zu 2% gelést und beimpft. Nach 31% Monaten war auf der Oberflache der 
Fliissigkeit ein Bakterienring gewachsen, der sich an der Glaswand emporzog. 
AuBerdem war die Fliissigkeit stark getriibt. Die Reaktion gegen Lackmus 
war sauer, 10 cem wurden durch 7,1 cem n/10 Natronlauge neutralisiert. 
Das entspricht 1,18° Arabonséiure, oder einer Oxydation von 53% der 
angewandten Arabinose. ; 

In 2% igen Lavuloselésungen mit und ohne Calciwmcarbonatzusatz war 
nach 314 Monaten makroskopisch héchstens schwaches Bakterienwachstum 
erkennbar. Séuerung trat nicht auf, auch die Orcinreaktion war in allen 
Fallen negativ. Es scheint demnach die urspriingliche Lavulose nicht 
verandert worden zu sein. 

In 5 %igen Glucoselésungen war nach 3 4% Monaten ein diinnes Bakterien- 
hautchen gewachsen, das sich an der Glaswand emporzog. Auch die starke 
Triibung lieB auf ein Wachstum der Bakterien schlieBen. Die chemische 
Untersuchung nach der angegebenen Zeit hatte folgendes Ergebnis: Die 
Reaktion gegen Lackmus war stark sauer, 10 cem verbrauchten 25,5 cem 
n/10 Natronlauge. Die ganze Saéure konnte als nichtfliichtig erkannt 
werden. Zur Identifizierung wurde das Calciumsalz dargestellt. Aus 20 ccm 
Nahrlésung konnten 1,05g wei®e, blumenkohlaéhnliche Kristallmassen 
gewonnen werden, die makro- und mikroskopisch das typische Bild des 


Calciumgluconats zeigten. Zur Sicherheit wurde noch das Phenylhydrazid* 


dargestellt. Wir erhielten schlieBlich weiBe Nadeln, die den Schmelzpunkt 
von 200° C hatten. 
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Der gefundene Siéurewert in der Nahrlésung konnte folglich ganz 
als Gluconséure berechnet werden, um so mehr, als die Orcinreektion, die 
eventuell vorhandene Ketogluconséure angezeigt hatte, negativ ausfiel. 

Die Bestimmung der restlichen Glucose erfolgte sowohl im Garungs- 
saccharometer nach Lohnstein, als auch nach der Bertrand schen Reduktions- 
methode und ergab iibereinstimmend einen Wert von 0,37% Glucose. 
(Ubrigens ebenfalls ein Beweis fiir das Fehlen von Ketogluconsaure, da 
andernfalls die Reduktionsmethode einen héheren Wert hatte ergeben 
miissen.) Das py der Nahrlésung betrug zu dem angegebenen Zeitpunkt 2,4. 

Zusammenfassend ergibt sich folgende Bilanz: 

5,0 % Glaconséure entspricht 92° der urspriinglich angewandten 

Glucose, 

0,37 %, der unverandert gefundenen Glucose entspricht 7,4°%, der ur- 

spriinglich angewandten Glucose. 

In 5 %igen Glucoselésungen, denen zur Neutralisation der entstehenden 
Saiure 2% Calciumcarbonat zugesetzt wurden, war nach 31% Monaten an 
der Triibung und an dem diinnen Hautchen, das sich an der Glaswand 
emporzog, deutliches Bakterienwachstum makroskopisch zu _ erkennen. 
Fehlingsche Lésung wurde noch stark reduziert, der negative Befund der 
Orcinreaktion lieB auf das Fehlen von Ketogluconsaure schlieBen. In der 
Lésung hatten sich keine Kristalle abgeschieden. Der restliche Zucker 
wurde im Géarungssaccharometer bestimmt und ergab 0,84° Glucose. 
Zur Bestimmung des Calciumgluconats wurden 20 cem der Nahrlésung 
eingedampft, unter Zusatz von Alkohol filtriert und getrocknet. 

0,928 g weiBer Masse zeigten sowohl makro- als auch mikroskopisch 
das deutliche Bild der Calcium-Gluconatkristalle. Zur Identifizierung 
wurde die spezifische Drehung bestimmt. [«]p = + 6,40°. 

Die Zahlenwerte ergeben folgende Zusammenfassung: 

4,64% Calciumgluconat entspricht 74,4°% der urspriinglich an- 

gewandten Glucose, 

0,84% der unverandert gebliebenen Glucose entspricht 16,8°, der 

urspriinglich angewandten Menge. 

In Hefewasser, das 2% Galaktose enthielt, war nach 314 Monaten kein 
deutlich sichtbares Bakterienwachstum zu erkennen. ‘Trotzdem war 
Sdéuerung nachzuweisen. 10 ccm verbrauchten zur Neutralisation 3,8 ccm 
n/10 Natronlauge, die, als Galaktonsaiure berechnet, einen Gehalt von 0,74 % 
ergeben. 28%, der urspriinglich vorhandenen Galaktose wurde demnach 
zu Galaktonsiure oxydiert. 

Rohrzucker, der zu 5% im Hefewasser gelést war, zeigte nach 315 Mo- 
naten diinne Hautstiickchen, die zu Boden gefallen waren. Es war jedoch 
chemisch keine Verénderung nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus 
war neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 

2% Maltose in Hefewasser gelést, zeigte nach 314 Monaten schwache 
bakterielle Triibung der Nahrlésung. Chemisch war keine Veranderung 
zu erkennen, die Reaktion gegen Lackmus war neutral. 

Sowohl in 2%igen Milchzucker- als auch in 2% igen Raffinose- und 
2%igen Dextrinlésungen war nach 314 Monaten an diinnen Hautdecken 
deutliches Bakterienwachstum schon makroskopisch zu erkennen. Doch 
war in keinem Fall eine chemische Verénderung des Kohlenhydrats nach- 
zuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus war in allen Fallen neutral, die 
Raffinose- und Dextrinlésungen reduzierten nicht Fehlingsche Lésung. 
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b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. Athylalkohol wurde zu 2' 
zugesetzt. Nach 1 Monat war an einer Bakterienhaut, die sich an der 
feuchten Glaswand emporzog, starkes Wachstum zu erkennen. Die Reaktic:, 
gegen Lackmus war sauer, 10 cem verbrauchten 8,5 cem n/10 Natronlauve 
zur Neutralisation. In der Nahrlésung waren demnach 0,51 % Essigsiure 
vorhanden, die durch Oxydation von 19,5 % des urspriinglich angewandte1 
Alkohols entstanden ist. Nach 34, Monaten war die Aziditaét wesentlich 
zuriickgegangen. 10ccm verbrauchten jetzt 4,0 ccm n/10 Natronlauge. 
die einem Gehalt von 0,24 % an Essigsaéure in der Lésung entsprechen. 

Hefewasser, dem 2°, Propylalkohol zugesetzt worden war, zeigte nach 
314 Monaten ebenfalls eine Bakterienhaut, die sich an der Glaswand empor- 
zog. Die Reaktion gegen Lackmus war stark sauer. Die Aziditaét pro 10 cem 
betrug 21,4 ccm n/10 Natronlauge. In der Lésung hatten sich demnach 
1,58 % Propionséure durch Oxydation von 64% des angewandten Propy!- 
alkohols gebildet. 

In 2 %igen Glycerinlésungen war nach 314 Monaten eine Bakterienhaut 
gewachsen, die beim Schiitteln in weiBen Fléckchen zu Boden fiel. Trotzdem 
war keine chemische Verinderung nachzuweisen. Die Reaktion gegen 
Lackmus war neutral, Fehling wurde sowohl in der Kalte, als auch in der 
Hitze nicht reduziert. 

Auch in 2% igen Erythritlésungen war an starken Triibungen und 
Bakterienringen deutliches Wachstum zu erkennen. Chemisch war jedoch 
auch hier keine wesentliche Anderung wahrzunehmen. Die Reaktion 
gegen Lackmus war schwach alkalisch, Fehling wurde nicht reduziert. 

In Hefewasser, das 2% Mannit oder 2% Sorbit enthielt, war kein 
Bakterienwachstum makroskopisch zu erkennen, wahrend bei Zusatz von 
2% Dulcit ein Bakterienring und schwache Triibung zu sehen waren. In 
keinem dieser Falle war jedoch Sauerung oder Reduktion von Fehlingscher 
Lésung nachzuweisen. 

c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. In 5 %igen Calcium- 
Gluconatlésungen hatte sich das Bakterium nach 314 Monaten deutlich 
vermehrt, was an der Triibung der Lésung und an den Bakterienflocken 
am Boden zu erkennen war. Trotzdem war keine chemische Veranderung 
nachzuweisen, Fehling wurde nicht reduziert. 

‘Auch in 2%igen Gluconsdurelésungen war nach 31 Monaten starke 
Triibung und ein Bakterienring an der Glaswand zu erkennen. Doch war 
auch hier keine chemische Veraénderung nachzuweisen, Fehling wurde 
ebenfalls nicht reduziert. 


Ill. Zusammenfassung. 


Der untersuchte Stamm von Bact. ascendens (vom Institut fur 
Garungsgewerbe in Berlin) bildete aus einigen der angewandten Sub- 
stanzen erhebliche Mengen von Oxydationsprodukten, in keinem 
Falle jedoch Ketosen. Athylalkohol wurde zu Essigsaure und diese nac) 
langerer Zeit noch weiter oxydiert. Aus Propylalkohol, Arabinose und 
Galaktose wurden erhebliche Mengen der entsprechenden Sauren 
gebildet. AuBerordentlich stark war die Oxydationswirkung gegeniibe! 
Glucose, aus der bis zu 92°, Gluconsaure entstand. Alle wbrigen 
angewandten Verbindungen, alle Polyosen und alle mehrwertigen 
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\lkohole sowie Gluconséure wurden in keinem Falle verandert. Es 
traten insbesondere keine hydrolytischen Spaltprodukte und keine 
Ketosen auf. 
6. Bact. vini acetati. 
I. Zur Morphologie des Bact. vini acetati. 

Die Reinkultur des Bact. vini acetati wurde uns vom Institut fiir 
(jérungsgewerbe in Berlin zur Verfiigung gestellt. Auf Wiirzeagar bildeten 
sich einzelne weiBliche Kolonien. Auf fliissigen Nahrbéden war zumeist 
eine diinne, unzusammenhingende Haut zu erkennen, die beim Schiitteln 
sehr leicht zu Boden fiel. Bei der mikroskopischen Untersuchung waren 
haufig Diploformen zu erkennen. 


I!. Chemische Verainderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. vini acetati. 


In die Lésungen wurde am 25. Juli 1929 das Impfmaterial eingebracht. 


a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Arabinose wurde zu 
2°, gelést und nach dem Sterilisieren beimpft. Nach 34; Monaten war 
am Glas ein schwacher Bakterienring zu erkennen, jedoch keine Haut zu 
sehen. Die Reaktion gegen Lackmus war sauer. 10 ccm verbrauchten 
zur Neutralisation 4,5 cem n/10 Natronlauge. Als Arabonsaure berechnet 
entspricht dies 0,75°% Arabonséure, die durch Oxydation von 34°, der 
angewandten Arabinose entstanden ist. 

In 2%iger Ldvuloselésung war nach 31, Monaten ebenfalls ein diinner 
Bakterienring zu sehen. Die Reaktion war jedoch nur ganz schwach sauer, 
10 ecem verbrauchten 1,0 cem n/10 Natronlauge. Die Orcinreaktion war 
negativ, Ketogluconséiure wurde demnach nicht gebildet. 

Auch in 2 % igen Ldvuloselésungen, denen 1% Calciumcarbonat zugesetzt 
worden war, konnten zwar schwaches Bakterienwachstum, doch sonst 
keine Veranderungen erkannt werden. Auch hier war die Orcinreaktion 
negativ. 

Glucose wurde zu 5 % gelést, sterilisiert und beimpft. Nach 314 Monaten 
war auf der Oberfliche eine diinne Bakterienhaut gewachsen, die beim 
Schiitteln in kleinen Flocken zu Boden sank. Die chemische Untersuchung 
der Nahrlésung ergab zu dieser Zeit folgendes: Fehlingsche Lésung wurde 
noch sehr stark reduziert, die Orcinreaktion war negativ. Die Zucker- 
bestimmung im Saccharometer nach Lohnstein ergab 3,1°, Glucose. Die 
Reaktion gegen Lackmus war stark sauer, nach der Wasserdampfdestillation 
wurden zur Neutralisation der fliichtigen Saéure aus 10 ccm der beimpften 
Glucoselésung 0,5cem und zu der der nichtfliichtigen Saéure 10,0 ccm 
n/l10 Natronlauge verbraucht. Die fliichtige Saéure als Essigséure, die 
nichtfliichtige als Gluconséure berechnet, ergibt einen Gehalt von 0,03 °, 
Essigséure und 1,96°% Gluconsaure. Zur Identifizierung der Gluconsiure 
wurden etwa 10 cem der Nahrlésung in der Hitze mit Calciumecarbonat 
neutralisiert, filtriert und schwach eingedampft. Uber Nacht wuchsen dann 
aus der kalten Fliissigkeit blumenkohlahnliche Kristallaggregate, die unter 
dem Mikroskop deutlich die feinen, hiufig zu Biischeln vereinigten Nadeln 
des Caleiumgluconats zeigten. Das Calcium wurde als Sulfat bestimmt. 
Die Kristalle enthielten 8,80° Ca. [Der fiir (CgH,,0,),.Ca.H,O be- 
rechnete Gehalt betrigt 8.95% Ca.] 


Das px der Nahrlésung betrug 2,7. 
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Die gefundenen Umwandlungsprodukte der Glucose ergeben folgende 
Berechnung: 


0,03°% Essigséure entspricht 0,59 der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

1,96°% Gluconsiure entspricht 36°, der urspriinglich angewandten 
Glucose, 


3,1% unverandert gefundene Glucose entspricht 62 % der urspriinglich 
angewandten Glucose. 


Bei Verwendung von 5%iger Glucoselésung unter Zusatz von 2%, 
Caleciumcarbonat war nach 3%monatiger Einwirkung ein diinner Bak- 
terienring an der Oberflaiche zu erkennen. Das Calciumcarbonat, das ur- 
spriinglich als feines Pulver am Boden lag, war fast vollstandig aufgelést. 
Die Fehlingsche Reaktion war nur sehr schwach positiv, die Orcin 
reaktion auf Ketogluconséure negativ, die Reaktion gegen Lackmus ganz 
schwach sauer. Durch Eindampfen der filtrierten Lésung erhielt man 
wieder nach einigem Stehen die typischen Kristallformen des Calcium- 
gluconats. Nach dem Umkristallisieren hatten die jetzt vollkommen weifSen 
Kristalle einen Calciumgehalt (als Sulfat bestimmt) von 8,90% Ca. Zur 
Identifizierung wurde das Phenylhydrazid dargestellt. Nach dem Um- 
kristallisieren erhielten wir fast weiBe Nadeln, die den von Fischer an- 
gegebenen Schmelzpunkt von 198 bis 199°C (unter Zersetzung) hatten. 


In der Nahrlésung befanden sich jetzt 5,87% Calciumgluconat, die 
durch Oxydation von 94,4% der urspriinglich angewandten Glucose ent- 
standen sind. 


2%ige Galaktoselésungen in Hefewasser lieBen nach 314 Monaten 
makroskopisch kein Bakterienwachstum erkennen. 


Die Reaktion war schwach sauer, 10 cem verbrauchten 1,3 cem n/10 
Natronlauge, die 0,25% Galaktonsaiure entsprechen. 11,5 der urspriing- 
lich angewandten Galaktose wurden demnach oxydiert. 


In 5%igen Rohrzuckerlésungen war nach 314 Monaten eine papier- 
diinne, zusammenhaingende Haut mit matten Fleckchen gewachsen. 
Chemisch waren jedoch nur geringe Veranderungen wahrzunehmen. Fehling 
wurde nur schwach reduziert, die Reaktion gegen Lackmus war sehr schwach 
sauer: 10 cem verbrauchten 1,25 ccm n/10 Natronlauge. 


Maltose wurde zu 2% gelést, sterilisiert und beimpft. Nach 31. Mo- 
naten war ein Bakterienring an der Glaswand zu erkennen, sowie eine 
diinne, unzusammenhiangende Haut, die beim Schiitteln leicht zu Boden 
fiel. Die Reaktion war sehr schwach sauer, 10 ccm verbrauchten 1,1 ccm 
n/10 Natronlauge. 


Auch in 2% iger Milchzuckerlésung war nach 31 Monaten makro- 
skopisch das Bakterienwachstum an einer papierdiinnen glatten Hautdecke 
zu erkennen, Die Reaktion war ebenfalls sehr schwach sauer, 10 ccm ver- 
brauchten 0,9ccm n/10 Natronlauge. 


In 2%igen Raffinoselisungen waren nach 31% Monaten papierdiinne 
Hautdecken mit matten Piinktchen gewachsen. Die Reaktion gegen 
Lackmus war neutral. Qualitativ konnte nach dem positiven Ausfall der 
Fehlingschen und der Seliwanoffschen Ketosenreaktion eine starke Hydro- 
lyse der Raffinose nachgewiesen werden. Die quantitative Bestimmung 
wurde nicht durchgefiihrt. 
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Dextrin, das zu 2%, gelést war, zeigte nach 31, Monaten diinne, matte’ 
unzusammenhangende Hautstiickchen an der Oberfliche der Fliissigkeit’ 
Eine wesentliche Verainderung der Ausgangssubstanz konnte nicht nach- 
gewiesen werden, da die Reduktion von Fehlingscher Lésung fast Null und 
keine Sauerung zu beobachten war. 

b) Verhalten gegen Alkohole in Hejewasser. Athylalkohol wurde zu 2%, 
zugesetzt. Nach 31, Monaten waren ein deutlicher Bakterienring und diinne 
Hautstiickchen an der Oberflache der ¥ liissigkeit zu erkennen. Die Reaktion 
gegen Lackmus war stark sauer, 10 cem verbrauchten zur Neutralisation 
31.2 cem n/10 Natronlauge. Als Essigsiure berechnet ergibt das einen 
Gehalt von 1,87°% Essigséure, die durch Oxydation von 71,7 % des Alkohols 
entstanden ist. Das pq der Nahrlésung betrug zu diesem Zeitpunkt 3,0. 

In Propylalk ohol, der ebenfalls zu 2%, zugesetzt wurde, war nach 
31, Monaten eine diinne, matte Haut zu erkennen. Die Reaktion gegen 
Lackmus war stark sauer, 10 cem verbrauchten 20,7 ccm n/10 Natronlauge 
zur Neutralisation. Rechnet man diesen Wert auf Propionsiure um, so 
entspricht er 1,53%, Propionsiure, die durch Oxydation von 62°, des 
lropylalkohols en tstanden ist. 

In 2% igen Glycerin- und 2° igen Erythritlbsungen war zwar nach 
31, Monaten makroskopisch schwaches Bakterienwachstum zu erkennen, 
doch sonst keine V eranderungen nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lac kmus 
war in allen Fallen neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 

In 2% igen M annitlésungen war weder makroskopisch ein Bakterien- 
wachstum, noch chemische Verainderung zu erkennen. Die Reaktion war 
neutral, Fehling wurde nicht reduziert. 


c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. Sowohl in 5°%,igen 


Caletumgluconat- als auch in 2,45°% igen Gluconsdureldsungen war nach 
34, Monaten makroskopisch kein oder héchstens sehr schwaches Bakterien- 
wachstum zu sehen. Die Fehlingsche und die Orcinreaktion waren in 
allen Fallen negativ, Caleiumgluconat und Gluconsiure werden dem nach 
durch Bact. vini acetati nicht weiter oxydiert. 


ill. Zusammenfassung. 


Der untersuchte Stamm vom Bact. vini acetati kann vom _bio- 
chemischen Standpunkt aus als Essigbakterium bezeichnet werden, 
dem die Ketosenbildung vollkommen abgeht. Die Oxydationsfahigkeit 
ist im allgemeinen nicht beronders stark. Zwar wird Athyl- und Propyl- 
alkohol in ziemlich hohem Prozentsatz zu Essig- bzw. Propionséure 
oxydiert, wobei die entstandene Essigsaure nach sehr langer Zeit weiter 
umgewandelt wird, doch werden Kohlenhydrate nur in geringem 
MaBe verindert. Bei Arabinose, Glucose und Galaktose konnten nur 
verhaltnismaBig geringe Mengen Siéure nachgewiesen werden. Sehr 
stark jedoch ist das Oxydationsvermégen gegeniiber Glucose bei 
Gegenwart von Calciumcarbonat. Alle anderen untersuchten Substrate 
wurden nicht verandert, wenn man von einer auBerst geringen Sau erung 
des Rohrzuckers, der Maltose und des Milchzuckers absieht. Eine 
Bildung von Ketoverbindungen konnte in keinem Falle beobachtet 
werden. 
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7. Bact. Kiitzingianum. 
I. Zur Morphologie des Bact. Kiitzingianum. 


Die Reinkultur des Bact. Kiitzingianum, die uns vom Institut fii: 
Garungsgewerbe in Berlin zur Verfiigung gestellt wurde, wuchs auf Wiirze 
agar in matten, kleinen Kolonien. In fliissigem Nahrboden war selten 
eine auBerst diinne Haut an der Oberflache zu erkennen, doch haufig kleine 
Bakterienfléckchen am Boden, die durch Zerfall der Haut beim Schiitteln 
des GefaBes entstanden sein diirften. Mikroskopisch sind ziemlich kleine 
Zellen erkennbar, die fast immer einzeln vorkommen. Wir ziichteten die 
iibersandte Reinkultur auf Wiirzeagar weiter. 


Il. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. Kiitzingianum. 

Die Beimpfung aus den Reinkulturen erfolgte am 29. November 192%. 

a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. 2% ige Arabinose- 
lésungen zeigten nach 31/, Monaten starke Braunfarbung, doch war sonst 
makroskopisch kein Wachstum erkennbar. Auch chemisch lieB sich keine 
Verainderung der Arabinose nachweisen, Saéuerung trat nicht auf. 

In 2% igen Ldvuloselésungen ohne und mit 1% Calciwmcarbonat wai 
ebenfalls auBer Braunfairbung keine Verainderung wahrzunehmen. Auch 
hier war die Reaktion gegen Lackmus in allen Fallen neutral, die Orcin 
reaktion negativ. 

Hlucose, die zu 5%, gelést wurde, lieB nach 314 Monaten Braunfarbung 
und Bakterienfléckchen am Boden erkennen. Die Reaktion gegen Lackmus 
war sauer, 10 cem verbrauchten zur Neutralisation 6,2 cem n/10 Natron 
lauge. Die Saéure war mit Wasserdampf nicht fliichtig und konnte nach 
dem Umsetzen mit Calciumcarbonat an den typischen Kristallformen 
ihres Calciumsalzes als Gluconséure identifiziert werden. In der Lésung 
sind demnach 1,2 % Gluconséure. Durch den negativen Ausfall der Orcin 
reaktion war die Abwesenheit der Ketogluconsiéiure erwiesen. Der restliche 
Zucker wurde im Garungssaccharometer nach Lohnstein bestimmt und war 
in einer Menge von 3,8% vorhanden. Das pg der Nahrlésung betrug zu 
diesem Zeitpunkt 2,8. 

‘Die gefundenen Werte ergaben folgende Berechnung: 

1,2% Gluconséiure entspricht 22°, der urspriinglich angewandten 
Glucose, 

3,8° der unverandert gefundenen Glucose entspricht 76 % der an 
gewandten Glucose. 

5% ige Glucoselésungen, die auBerdem 2% Calciumcarbonat enthielten. 
waren nach 31 Monaten braun gefaérbt und getriibt. Chemisch war keine 
Verinderung zu erkennen. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral. 
die Orcinreaktion negativ. In der Lésung waren keine Kristalle, und auch 
nach dem Eindampfen bildeten sich keine Kristalle aus. Eine Veranderuny 
der Glucose konnte also nicht nachgewiesen werden. 

Wie aus den entsprechenden Versuchen bei anderen Bakterienstaémmen 
hervorgeht, lieBen sich in diesen Nahrlésungen (Glucose + CaCQ,) durc!: 
Zugabe von 0,3% Gluconsdure und damit durch Verschiebung des /x 
kraftige Oxydationswirkungen erzielen. Tatsiachlich konnten wir auch 10. 
diesem Falle schon nach 3 Wochen deutliches Bakterienwachstum erkennen 
20 cem der Nahrlésung lieferten zu diesem Zeitpunkt nach dem Filtriere! 
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und Einengen 0,78 g schwach braun gefarbtes Calciumgluconat, das 
nach Abzug der als Gluconséiure zugesetzten Menge 3.55°, Caleium- 
gluconat entspricht. Die Orcinreaktion war negativ, weshalb der rest- 
liche Zucker nach Lohnstein bestimmt werden konnte. Es ergaben sich 
tolgende Werte: 


3.55%, Calciumgluconat, das 56.8°, der angewandten (Clucose ent- 
spricht, 

2.3%, restliche Glucose, die 46,0°, der angewandten (ilucose ent- 
spricht. 


In Hefewasser, das 2°, Galaktose enthielt, war nach 31! Monaten 
gelbe Farbung und ein deutlicher Bakterienring an der Oberflache der 
Fliissigkeit zu erkennen. Sauerung war nicht nachzuweisen. 

Ebenso deuteten in 5°,igen Rohrzuckerlésungen kleine, weibe Bakterien- 
flockchen auf ein Wachstum hin, doch war auch hier keine chemische Ver- 
ainderung bemerkbar. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehling 
wurde nicht reduziert, es trat also weder Invertzucker-, noch Saure- 
bildung auf. 

In 2 °oigen Maltoselésungen war nach 31,4 Monaten an weiBen Bakterien- 
flockchen am Boden des GefaéBes makroskopisch deutliches Wachstum 
erkennbar. Eine geringe Sauerung konnte nachgewiesen werden, und zwar 
betrug die Aziditat pro 10 cem 1,6 cem n/10 Natronlauge. 

In 2% igen Milchzucker- und 2% igen Deztrinlésungen war weder 
makroskopisch ein Bakterienwachstum, noch chemische Veranderung 
erkennbar. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, die Dextrinlésung 
reduzierte nicht Fehling. 

In 2% igen Rafjinoselésungen waren zwar starke Triibung und Bakterien- 
floeken am Boden, doch keine chemische Anderung der zugesetzten Raffinose 
nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus war neutral, Fehling wurde 
nicht reduziert. 


b) Verhalten gegen Alkohole in Hefewasser. Athylalkohol wurde zu 2°,, 
zugesetzt. Nach 344 Monaten war auf der F liissigkeit ein diinnes Bakterien- 
hiutchen gewachsen. Die Reaktion war sauer, 10 ccm verbrauchten 25,8 cem 
n/10 Natronlauge zur Neutralisation. Als Essigsiure berechnet entspricht 
das einem Gehalt von 1,50 % Essigsiure, die durch Oxydation von 57,5%, 
des angewandten Alkohols entstanden ist. Nach langeren Zeitraiumen, bis 
zu 10 Monaten, lieB sich héchstens eine sehr schwache Abnahme der Essig- 
siurekonzentration nachweisen. 


Nach 31% Monaten war das py der Lésung 3,15. 


In Hefewasser, dem 2% Propylalkohol zugesetzt wurde, war nach 
34, Monaten héchstens schwaches Bakterienwachstum  sichtbar. Die 
Reaktion gegen Lackmus war jedoch stark saver. Die Titration ergab 
fiir 10 cem einen Wert von 14,4 cem n/10 Natronlauge, die 1,07 °%, Propion- 
séure entsprechen. Es waren demnach in der angegebenen Zeit 43°, des 
angewandten Propylalkohols oxydiert worden. 


In 2 % igen Glycerinlésungen war nach 31, Monaten weder ein Bakterien- 
wachstum sichtbar, noch eine Verainderung des zugesetzten Glycerins 
chemisch nachzuweisen. Die Reaktion der Nahrlésung gegen Lackmus 
war neutral, Fehlingsche Lésung wurde weder in der Kalte, noch in der 
Hitze reduziert. 
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208 S. Hermann u. P. Neuschul: 


In 2°% igen Erythritlésungen konnte nach 314 Monaten zwar deutlichws 
Bakterienwachstum makroskopisch erkannt werden, doch war chemise} 
keine Verinderung der Ausgangssubstanz nachzuweisen. 

Hefewasserlésungen, die 2%, Mannit enthielten, waren nach 31, Mo 
naten schwach gelb gefarbt und getriibt. Die Reaktion gegen Lackmius 
war neutral, Fehling wurde stark reduziert, die Ketosenreaktion nach 
Seliwanoff war negativ. Die quantitative Bestimmung des reduzierende 
Zuckers geschah nach Bertrand, und zwar verbrauchten 5 cem der Lésuny 
4,56 cem n/10 KMnO,. Das entspricht, als Mannose berechnet, einen 
Gehalt von 0,28 Mannose in der Lésung, die durch Oxydation von 14° 
des urspriinglichen Mannits entstanden ist. 

In Lésungen, die 2% Sorbit bzw. 2%, Dulcit enthielten, war nach 
34, Monaten zwar deutliches Bakterienwachstum makroskopisch  er- 
kennbar, doch keine chemische Verainderung der Ausgangssubstanz nac|i- 
weisbar. Die Reaktion gegen Lackmus war in allen Fallen neutral, Fehl/i, 
wurde nicht reduziert. 

c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. In 5%igen Caleiui- 
gluconatlésungen war nach 34% Monaten weder Wachstum, noch chemisclhe 
Veranderung nachzuweisen. Fehling wurde nicht reduziert. 

Auch in 2% igen Gluconsdurelésungen war zwar schwache bakterielle 
Triibung nach 3%, Monaten zu erkennen, doch auch hier konnte chemisch 
keine Veranderung nachgewiesen werden. Fehling wurde in keinem Falle 
reduziert. 

Ht. Zusammenfassung. 


Das von uns untersuchte Bact. Kiitzingianum verhalt sich den zur 
Anwendung gebrachten Substraten gegeniiber sehr wenig aktiv. 
Neben Athyl- und Propylalkohol wird nur Glucose und auch diese nur zu 
22°, zu Gluconsdure oxydiert. Maltose wird auBerordentlich schwach 
gesiuert. Eigenartig ist das Verhalten dieses Stammes gegeniiber 
Mannit, aus dem — und zwar nur in geringer Menge — Mannose 
gebildet wurde. Die Lésung zeigte Fehling-Reduktion, jedoch keine 
Ketosenreaktion nach Seliwanoff. Ein genauer Nachweis des ent- 
standenen Produktes unterblieb der kleinen Menge wegen. Glucose in 
Gegenwart von Calciumcarbonat wurde bei gleichbleibender neutraler 
Reaktion nicht verindert, bei einem px von 5,7 jedoch bis zu etwa 
57°, zu Calciumgluconat oxydiert. Alle iibrigen untersuchten Stoffe 
wurden nicht verandert, insbesondere waren weder hydrolytische 
Wirkungen zu erkennen, noch traten Ketosen auf. 


8. Bact. ascendens (W. Henneberg). 
1. Zur Morphologie des Bact.’ascendens (Henneberg). 


Die Reinkultur des Bact. ascendens wurde uns von W. Henne: ry 
zur Verfiigung gestellt. Auf Wiirzeagar bildet sich ein matter Uberzug. «ler 
aus éuBSerst kleinen Kolonien besteht. Mikroskopisch zeigten sich |- 
sonders in den Kulturen auf Wiirzeagar sehr viel hypertrophisch stark 
verlangerte, haufig auch keulenférmige Formen. Auch in den Fliissigkeits- 
kulturen waren diese Formen, jedoch in geringerer Zahl, zu beobachten 
Im iibrigen herrschten Doppelformen vor. Auf den Fliissigkeitskulturen 
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bildeten sich zumeist diinne Haute aus, die an der feuchten Glaswand 
ziemlich hoch emporstiegen. Beim leichten NSchiitteln zerfiel diese Haut 
und senkte sich in kleinen F locken zu Boden. 


li. Chemische Veranderungen der den Nahrlésungen zugesetzten 
Substanzen durch Bact. ascendens (W. Henneberg). 

Am 18. November 1929 wurden die Naihrlésungen beimpft. 

a) Verhalten gegen Kohlenhydrate in Hefewasser. Arabinose wurde 
zu 2% gelést. Nach 33/, Monaten war makroskopisch starkes Bakterien- 
wachstum zu erkennen. Trotzdem war keine chemische Veranderung der 
angewandten Arabinose nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus 
war neutral. 

Ldavulose, zu 2%, mit und ohne Calciumcarbonatzusatz, lieB makro- 
skopisch nach 3%/, Monaten kein Bakterienwachstum erkennen. Auch 
chemisch war keine Veraénderung nachzuweisen. Die Reaktion war in 
allen Fallen neutral, die Oreinreaktion negativ. 

In 5° igen Glucoselésungen, ohne und mit 2°, Calecitumcarbonat, war 
nach 3°/,Monaten deutliches Bakterienwachstum sichtbar. Trotzdem 
war auch in diesem Falle keine Saéuerung und keine anderweitige Ver- 
inderung des Zuckers nachzuweisen. Die Reaktion gegen Lackmus war 
in allen Fallen neutral, ebenso war die Orcinreaktion (auf Pentosen oder 
Ketogluconséure) stets negativ. Die Bestimmung des restlichen Zuckers 
nach Bertrand ergab 5,04% bzw. 5,18 Glucose, praktisch also die Gesamt- 
menge des angewandten Zuckers in unverainderter Form. Beim Eindampfen 
eines hei® filtrierten Teiles der Glucoselésung mit Calciumcarbonat waren 
auch nach Zusatz von Alkohol nach langerem Stehen keine Kristallbildungen 
zu erkennen. Das Bakterium scheint demnach Glucose zwar als Nahrboden 
zu benutzen, den Zucker jedoch nicht zu verindern. Es steht dies in Uber- 
einstimmung mit den Versuchsergebnissen W. Hennebergs (23), der eben- 
falls bei dem von ihm untersuchten Bact. ascendens keine Sauerung der 
Glucose nachweisen konnte. 

In 2% igen Galaktoselésungen war nach 3*/, Monaten starke Triibung 
und ein Bakterienring zu erkennen. Doch war auch hier die Reaktion 
gegen Lackmus neutral, also keine Sauerung der Galaktose nachzuweisen. 

In Rohrzucker, der zu 5% gelést war, konnte nach 3*/, Monaten 
starke Triibung und an einem Bakterienring schon makroskopisch starkes 
Bakterienwachstum erkannt werden. Die Reaktion gegen Lackmus war 
neutral, Fehlingsche Lésung wurde jedoch stark reduziert. Die quantitative 
Bestimmung des Invertzuckers wurde nach BKertrand durchgefiihrt und 
ergab einen Gehalt von 0,78°, Invertzucker, der durch Hydrolyse von 
14.8%, des urspriinglich angewandten Rohrzuckers entstanden ist. 

In 2% igen Maltose-, 2°%,igen Milchzucker-, 2% igen Raffinose- und 
2% igen Dextrinlésungen war nach 33/, Monaten mehr oder weniger starkes 
Bakterienwachstum sichtbar. In keinem Falle konnte jedoch eine chemische 
Veranderung der Ausgangssubstanz nachgewiesen werden. Die Reaktion 
gegen Lackmus war in allen Nahrlésungen neutral, die Raffinose- und 
Dextrinlésungen reduzierten nicht Fehling. 


b) Verhalten gegen Alkohole in Hejewasser. in 2% igem Athylalkohol 
hatte sich nach 1 Monat eine weifliche, papierdiinne Hautdecke gebildet, 
die sich an der feuchten Glaswand ziemlich weit emporzog. Die Reaktion 
gegen Lackmus war sauer, 10 cem verbrauchten zur Neutralisation 11,3 cem 
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n/l0 Natronlauge. Das entspricht einem Gehalt von 0,68°, Essigsaéure 
bzw. einer Oxydation von 26° des angewandten Alkohols. Das pa der 
Lésung betrug zu diesem Zeitpunkt 3.3. 

Nach 3*/, Monaten war die Aziditaét pro 10 cem Nahrlésung auf 13,2 cem 
n/l0 Natronlauge gestiegen, demnach die Essigsiure auf 0.79%. Aus 
diesen Resultaten geht hervor, daB eine Weiteroxydation der Essigsiure 
bis zu dieser Zeit nicht stattfand. 


In Propylalkohol, der zu 2%, zugesetzt wurde, war nach 3°/, Monaten 
eine weiBe Bakterienhaut gewachsen, die sich an der feuchten Glaswand 
emporzog. Wie Reaktion gegen Lackmus war sauer, 10 ccm verbrauchten 
zur Neutralisation 11,2 cem n/10 Natronlauge, was einem CGehalt von 
0.83% Propionséure bzw. einer Oxydation von 33°, des angewandten 
Propylalkohols entspricht. 

Die iibrigen untersuchten Alkohole, Glycerin und Mannit, lieBen 
weder ein makroskopisch sichtbares Bakterienwachstum, noch chemische 
Veranderungen erkennen. Das Auftreten einer Saure, oder einer redu- 
zierenden Substanz war in keinem Kalle nachweisbar. 


c) Verhalten gegen Gluconsdure in Hefewasser. In 5% igen Calcium- 
gluconat- und in 2%igen Gluconsdurelésungen in Hefewasser war nach 
3°/, Monaten makroskopisch kein Bakterienwachstum zu erkennen. Auch 
chemisch war keine Veranderung der urspriinglichen Substanzen nach- 
zuweisen. Fehlingsche Lésung wurde in keinem Falle reduziert. 


lil. Zusammenfassung. 


Der uns von Henneberg iiberlassene Stamm von Bact. ascendens 
zeigte ein von den iibrigen untersuchten Bakterien verschiedenes 
Verhalten, indem er nur Athyl- und Propylalkohol zu siuern und 
Rohrzucker in geringem MaBe zu invertieren vermag. In allen anderen 
Kulturen traten keine nachweisbaren Veranderungen der Ausgangs- 
substanzen auf. Es diirfte sich demnach bei diesem Stamm um ein 
Bakterium handeln, das wesentlich verschieden ist von dem unter dem 
gleichen Namen bezogenen Bakterium des Institutes fiir Gadrungsgewerbe 
in Berlin. 


D. Zusammenfassung der Ergebnisse und Vorschlag zu einer Hinteilung in 
ketogene und aketogene Essigbakterien. 

Wie im vorstehenden naher ausgefiihrt wurde, haben wir 14 
verschiedene Bakterienstamme untersucht, die alle nach ihrem bio- 
logischen Verhalten und nach den Angaben der Literatur [Henneberg (23), 
Wiistenfeld (24)] zu den Essigbakterien gezahlt werden miissen. 

In der beifolgenden Ubersichtstabelle (Tabelle XV) sind die 
gesamten Ergebnisse unserer Untersuchungen zusammengefabt worden. 
Es kam uns bei unseren Arbeiten vor allem darauf an, die bei der Ein- 
wirkung der Bakterien auf die verschiedenen Substrate entstehenden 
Stoffe ihrer Art und Menge nach zu bestimmen. Da8 der Zeitfaktor 
dabei eine erhebliche Rolle spielt, wurde schon in einer friiheren Arbeit 
(S. Hermann (6)] betont. Aus diesem Grunde wurden im allgemeinen die 
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Analysenresultate nach drei- bis viermonatiger Einwirkung der 


Bakterien miteinander verglichen. Als wesentlichstes Ergebnis diese: 
Untersuchungsreihen ist festzustellen, daB die meisten der neuent-. 
standenen Produkte durch oxydative und nur wenige Substanzen dure) 
hydrolysierende Wirkungen entstanden sind. 


Allen untersuchten Bakterien gemeinsam ist die Oxydationswirkuny 
auf die CH,OH-Gruppe des Athyl- und Propylalkohols. 


Glucose wurde von allen Bakterien mit Ausnahme des Bact. 
ascendens (W. Henneberg) zumindest primar in die entsprechende Saure, 
die Gluconsdure, oxydiert. Die iibrigen Aldosen, Arabinose und Galaktos:, 
wurden ebenfalls bis auf drei Ausnahmen zu Arabonsdure bzw. Galakton- 
sdure umgewandelt. 


Lévulose, als einzige angewandte Ketose, wurde nur durch das Bact. 
gluconicum gesduert. 


Von den Biosen wurde der Rohrzucker von acht Bakterienstammen 
invertiert, und in einigen dieser Fille trat durch Oxydation des ent- 
standenen Traubenzuckers Gluconsdure auf. Maltose und Milchzucker 
wurden von den untersuchten Bakterien nicht hydrolysiert. | 


Die untersuchte Triose Raffinose wurde nur von drei Bakterien- 
stémmen, und zwar dem Bact. gluconicum, dem Bact. aceti (Hansen) 
und dem Bact. vini acetati hydrolysiert. 

Bei den mehrwertigen Alkoholen kamen wir zu_ folgenden 
Ergebnissen: Glycerin wurde von fiinf Staémmen zu Dioxyaceton, 
und zwar bis zu 90 %, oxydiert, Erythrit, ebenfalls von denselben fiin{ 
Stammen, zu Erythrulose, Mannit, in sieben Fallen zu Ldvulose und 
in einem Falle zu Mannose umgewandelt. Der angewandte d-Sorbit 
(E. Merck) wurde von vier Bakterienstaémmen zu Sorbose oxydiert. 
Im’ Gegensatz dazu konnte bei einem von Th. Schuchardt, Gérlitz, 
bezogenen d-Sorbit weder Wachstum der Bakterien noch das Auftreten 
von Sorbose nachgewiesen werden. Dulcit wurde nur vom Bact. 
gluconicum in geringem MaBe wahrscheinlich zu Galaktose umgewandelt. 
Dieser Befund andert nichts an den Ergebnissen der Konfigurations- 
ermittlung von Bertrand, da man annehmen muB, daB sich Galaktose 
durch Oxydation der primdren Alkoholgruppe gebildet hat. 


Gluconsdure und ihr Calciumsalz wurden von einigen Bakterien- 
stémmen zu 5-Ketogluconséure oxydiert, worauf wir noch unten naher 
zurickkommen werden. 


Betrachtet man die Ubersichtstabelle XV genauer, so fallt vor 
allem auf, daB fiinf Bakterienstiamme, das Bact. gluconicum, Bact. 
xylinum, Bact. xylinoides, Bact. orleanense und Bact. aceti (Hansen), 
in groBen Mengen Substanzen produzieren, die als Ketoverbindungen 
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erkannt wurden. Die Ketobildung tritt bei verschiedenen Alkoholen, 
und zwar in allen Fallen an der der primaren Alkoholgruppe benach- 
barten Stelle auf, bei der Gluconséure am 5-Kohlenstoffatom. Be- 
sonders charakteristisch und leicht nachweisbar ist die Bildung des 
Dioxyacetons 

CH, OH 


CO 


| 
CH,OH 


aus Glycerin. Das Entstehen dieses K6érpers ist in verhaltnismaBig kurzer 
Zeit an dem Auftreten der Reduktionsfihigkeit gegen Fehlingsche 
Lésung schon in der Kalte leicht festzustellen. 

Erythrit, Mannit und Sorbit werden von diesen Bakterien, wie 
schon oben erwahnt, zu den entsprechenden Ketosen, der Erythrulose, 
der Lavulose und der Sorbose, oxydiert. 


Interessant ist auch die Bildung der 5-Ketogluconséure, die ja 
schon von mehreren Autoren [ Bertrand (15), Bernhauer und Schén (12), 
S. Hermann (6)] bei der Oxydation der Glucose durch das Sorbose- 
bakterium, Bact. xylinum, Bact. xylinoides und Bact. gluconicum 
nachgewiesen wurde. 


Die Bildung der Ketogluconsaéure diirfte so zu erklaren sein, daB 
sich zuerst durch die Wirkung des von den Bakterien produzierten 
oxydativen Ferments, welches an der COH-Gruppe des Zuckers an- 
greift, Gluconsaure bildet, welche dann durch das fiir diese fiinf Bakterien 
spezifische dehydratisierende Ferment zu 5-Ketogluconsdure oxydiert 
wird. Dementsprechend vermégen diese Bakterien zugesetzte Glucon- 
siure oder ihre Salze ebenfalls zu 5-Ketogluconsiure zu oxydieren. 


Auch die genauen Untersuchungen der Stoffwechselprodukte beim 
Surbosebakterium von Bertrand (15), Acetobacter melanogenum 
(Beijerinck) von Waterman (25) und Acetobacter suboxydans von 
Kluyver und Leeuw (26) ergaben dieselben Substanzen, die von uns bei 
den oben erwahnten fiinf Stammen nachgewiesen werden konnten. 

Die bisherige Einteilung der Essigbakterien erfolgte entweder nach rein 
technologischen oder nach morphologischen Gesichtspunkten. Auf das 
hiochemische Verhalten der Mikroorganismen wurde dabei keine Riick- 
sicht genommen. Fiir die Einteilung war meist das biologische Ver- 
halten maBgebend gewesen, d.h. es wurde festgestellt, unter welchen 
Bedingungen bzw. auf welchen Nahrbéden die verschiedenen Bakterien 
zur Entwicklung kamen. So hat Janke (27) je nach dem Wachstum auf 
Beijerincks Nahrlésung eine Einteilung in haplotrophe und symplotrophe 
Essigsiurebakterien getroffen. Die weitere Unterteilung dieser beiden 
Gruppen geschah nach rein morphologischen Gesichtspunkten. 





ASAD PS in AP RA OND 


erence 




















214 S. Hermann u. P. Neuschul: 


Es ist ein ahnliches Prinzip wie bei Henneberg (23), der vier Gruppen 
von Essigbakterien unterscheidet, und zwar 


I. Maische- oder Wiirzeessigbakterien, 
Il. Bieressigbakterien, 
III. Weinessigbakterien, 
IV. Schnellessigbakterien. 


Diese Einteilung entspricht praktischen Bediirfnissen der Essig- 
industrie und leistet hier gewif gute Dienste. Fir wissenscl aftliche 
Zwecke fehlt jedoch ein System der Essigbakterien. 

Da bisher nur wenige systematische Untersuchungen vorlagen, 
in denen die Produkte nachgewieren wurden, die sich bei der Einwirkung 
von Essigbakterien auf verschiedene Substrate bilden, war es nicht 
méglich, eine Systematik auf bicchemischer Grundlage aufzustellen. 

Orla-Jensen (28) hat zwar im Jahre 1909 eine allgemeine natiirliche 
Einteilung aller Bakterien auf der Grundlage geschaffen, daB ihre 
biochemischen Wirkungen in Betracht gezogen wurden. Nach diesem 
Einteilungsprinzip wurden die Essigbakterien unter dem Namen 
Acetimonas als vierte Gattung in die Familie der Oxydobacteriaceae 
eingereiht. Eine weitere Unterteilung dieser Gattung nahm er jedoch 
nicht vor. ‘ 

Eine Erganzung dieser Systematik fiir die Gattung der Acetimonas 
bildet ein System, welches sich aus unseren Untersuchungen ergibt. 
Zur besseren Ubersicht haben wir in der Tabelle XVI die Bildung von 
Ketoverbindungen bei Einwirkung der Bakterien auf Glucose, mit und 
ohne Calciumcarbonatzusatz, auf Glycerin, Erythrit und Sorbit heraus- 
gegriffen. Aus dieser Tabelle geht anschaulich eine Zweiteilung der 
Gruppe der Essigbakterien hervor. Die Ketobildung bei Bact. aceti 
(Henneberg), Bact. acetosum und Bact. Pasteurianum erfolgt nur bei 
Glucose oder Mannit und nur in verhaltnismaBig geringer Menge, 
so daB diese Ubergangsformen woh] zu den aketogenen Bakterien 
gerechnet werden miissen, um so mehr, wenn man ihr leicht kontrollier- 
bares Verhalten dem Glycerin, Erythrit und Sorbit gegeniiber betrachtet. 

Auf Grund vorstehender Untersuchungen und Uberlegungen schlagen 
wir vor, fiir die wissenschaftliche Einteilung der Essigbakterien eine new 
Nomenklatur einzufiihren. Die gesamte Gattung der Essigbakterien war 
demnach der Familie der Oxydationsbakterien zuzurechnen und in die zwei 
Gruppen der ketogenen und der aketogenen Essigbakterien (Acetimonas) 
einzuterlen. 
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(Eingegangen am 1, Februar 1931.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Vor ungefahr Jahresfrist berichtete G. Klein mit seinem Mit- 
arbeiter H. Linser iiber die fluorometrische Bestimmung des Glykosides 
Aeskulin. Die Bestimmungen wurden in reinen Lésungen und in pflanz- 
lichen Extrakten ausgefiihrt. Dieser Forscher weist mit Recht darauf 
hin, daB es noch an einfachen Methoden mangelt, um Glykoside in iy 
reinen Lésungen oder auch im Gewebe quantitativ zu bestimmen. HS 
Nicht viel besser steht es mit der Lokalisation einzelner Glykoside 
direkt im Pflanzengewebe. Gerade derartigen Studien kénnte bei der 
Lésung mancher biochemischen Frage Bedeutung zukommen. Auch 
im Zusammenhang mit der Erforschung des Stoffwechselgetriebes im 
pflanzlichen Organismus sind solche Untersuchungen interessant. 
Wir erinnern in diesem Zusammenhang an unsere Beobachtungen iiber 
die Abnahme des Glykosidgehalts alternder Samen von Melampyrum ; 
arvense. Der Glykosidvorrat kann sogar vollkommen schwinden. 

Unter Verwendung zweier recht einfacher Untersuchungsmethoden 
gelang es uns, tiber die Verteilung einzelner Glykoside im Gewebe 
Uberblick zu gewinnen. Ejinmal handelt es sich um die Sublimation 
dieser Substanzen direkt aus dem Gewebe, das andere Mal um die 
Fallung in der Zelle mit Brom-Bromkalium. 

Auf die Sublimation der Glykoside machte bereits vor etwa 2 Jahren 
Rosenthaler aufmerksam. Man muB hierbei unbedingt im luftverdiinnten 
Raume oder noch besser im Vakuum arbeiten. Fiir derartige Studien 
steht uns der Klein-Wernersche Sublimationsapparat zur Verfiigung. 
Parallelversuche mit reiner Substanz, die man entweder als Handels- 
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praparat zur Verfiigung hat oder sich erst selbst herstellen muB, schiitzen 
uns vor Trugschliissen. Oft sublimiert das Glykosid auch nicht un- 
zersetzt; es wird bekanntlich leicht in das Aglykon und den ent- 
sprechenden Zucker gespalten. Gewinnt man aus dem Praparat oder 
Schnitte die gleichen Sublimationsprodukte, wie sie die reine Substanz 
liefert, so geniigt dieses Ergebnis jedenfalls, um sich iiber die Verteilung 
des Glykosides in der Pflanze zu orientieren. 


Die ersten Studien machten wir iiber die Verteilung des Aeskulins 
in der Kastanie (Aesculus hippocastanum). An dieser Stelle weisen 
wir nochmals auf die einschligigen Studien von Klein und Linger hin. 
Reines Aeskulin (Original Merck-Praparat) liefert bei einer Temperatur 
von 240 bis 260° C und einem Manometerstand von 30 cm ein typisches 
Sublimat, das aus dunkeln Nadelsternen und Kugeln gebildet erscheint. 
Die Abb. 1 zeigt diese Kristallbildungen. 


Abb. 1. 


Die entsprechenden Sublimationsprodukte gewinnt man nur aus 
der Rinde der wilden Kastanie, ebenso aus den unentwickelten Knospen. 
Holzteil, Mark und Samen lassen kein derartiges Sublimationsprodukt 
erkennen. Unsere Versuche wurden in den Monaten Februar, Marz, 
April, Mai und Juni ausgefiihrt. Klein gibt bei seinen Untersuchungen, 
die im Monat Dezember ausgefiihrt wurden, auch fiir den Holzteil das 
Vorhandensein von Aeskulin an. 


Die gleichen Kristallprodukte erkennt man im Gewebe diese! 
Pflanze, wenn man Brom-Bromkalium zusetzt. Selbstverstandlich 
wird auch diese Probe erst an reiner Substanz ausgefiihrt. Auf die 

Fallung mit Brom-Bromkalium (10 g Brom-Bromkalium 

Vf auf 100 ccm Wasser und Brom bis zur Sattigung ein- 
leiten) machte vor Jahren bereits J'unmann aut- 

merksam. Die Samen der wilden Kastanie fiihren des- 
gleichen eine glykosidische Substanz, und zwar eit 
Saponarin. Unterwirft man Stiicke der Samenschale der 
Sublimation bei einer Temperatur von 240 bis 260° C und einem Mano- 
meterstand von 30cm so gewinnt man auf dem Deckglaschen, das 
das Sublimat aufnimmt, feine Nadeln, die die Abb. 2 wiedergibt. 


Abb. 2. 
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Extrahiert man die Schale durch 2 bis 3 Stunden mit siedendem 
Weingeist, unter Benutzung eines Riickflubkiihlers, so erhailt man 
aus derselben kein Sublimat mehr. Der Samenkern laBt nie ein 
Sublimat erkennen. 


Sehr schéne Ergebnisse erzielten wir beziiglich des Nachweises 
und der Verteilung des Glykosides Rhinantin in den Samen des Klapper- 
topfes (Alecterolophus minor u. major). Wir stellten uns zunichst alko- 
holische Ausziige der Samen her. Die Extrakte wurden mit Bleiessig 
gefallt, um die EiweiBsubstanzen zu entfernen. Die Lésungen wurden 
durch wiederholtes Umkristallisieren gereinigt. Kleine Mengen des 
auskristallisierten Gutes unterwarfen wir bei 240 bis 260°C und einem 
Manometerstand von 30cm der Sublimation. Man gewinnt eigen- 
tiimliche schwert-, doppelschwert- und kreuzférmige Kristallbildungen 
als Sublimat. Die Formen gibt die Abb. 3 wieder. Die gleichen Gebilde 
erhalt man, wenn man Stiickchen der 


Samen in der zitierten Weise der Sub- 1 9 
limation unterwirft. Die Kristalle sind onyere bY 
gewohnlich in einem Netzwerk feiner by : 
Fetttrépfchen eingebettet. Diese Fett- 0 4 


trépfchen lassen sich mit Ammoniak und 
alkoholischer Kalilauge leicht zu schénen 
rosettenférmigen Gebilden verseifen. Das Glykosid kann nur in dem 
Samen und nicht in dem Fliigelparenchym, welches demselben an- 
haftet, nachgewiesen werden. Bei alten Samen fallt auf, daB der Gehalt 
an Glykosid zuriickgeht. Samen, die ihre Keimfahigkeit verloren haben, 
fihren es tiberhaupt nicht mehr. Die gieichen Kristallfallungen erzielt 
man, wenn man Schnitten, die man durch den Samen gefiihrt hat, 
Brom-Bromkalium zusetzt. Besonders stark fallen die Kristallbildungen 
im austretenden Gewebesaft auf. 


Abb. 3. 


Die Samen des Wachtelweizens (Melampyrum arvense) enthalten 
ebenfalls das Glykosid Rhinantin. Es ist selbstverstandlich, daB man 
die entsprechenden Sublimationsprodukte und auch Kristallfallungen 
wie bei dem vorhin besprochenen Objekt erzielt. 


Ahnliche Kristallprodukte liefern auch andere Glykoside. Wir 
haben gleich Gelegenheit, unsere diesbeziiglichen Erfahrungen wieder- 
mgeben. 


Unterwirft man kleine Stiickchen aus dem Fruchtfleisch der 
Orangen (Citrus aurantinum) und der Citronen (Citrus nobile) bei etwa 
260° C der Sublimation im luftverdiinnten Raume, so finden wir auf 
dem Deckglaischen wieder die bekannten kreuz- und schwertférmigen 
Kristalle. Wir weisen auf die bereits friiher eingeschaltete Abb. 3 hin. 
Wir werden nicht fehl gehen, diese Kristalle als Sublimationsprodukte 
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des Glykosides Hesperidin, das sowohl in den Friichten der Orange 
als auch der Citrone enthalten ist, anzusprechen. Proben der Friichte, 
die mit siedendem Weingeist durch einige Stunden unter Benutzung 
eines RiickfluBkiihlers extrahiert wurden, liefern keine derartigen 
Sublimationsprodukte mehr. Fallt man auf dem Objekttrager mit 
Brom-Bromkalium, so erkennt man im Gewebesaft und auch im Frucht- 
fleisch der beiden Friichte die bekannten Kristallbildungen. Das Glykosid 
findet sich in der ganzen Frucht, im Samen ist es nicht vorhanden. 

Erwahnen wollen wir, daB die Friichte unreifer Stachelbeeren 
(Ribes grossularia), die eine Oxyglykobernsteinsaure fiihren, die gleichen 
Sublimationsprodukte liefern und auch mit Brom-Bromkalium die 
bekannten Fallungen geben. Dasselbe gilt fiir die Nektarfliissigkeit 
der Bliiten des Ackersenfs (Sinapis arvensis). Die Blatter der Runkel- 
riibe, die ein glykosidisches Saponin enthalten, zeigen sowohl im 
Sublimat als auch der Fallung mit Brom-Bromkalium die bekannten 
Kristallprodukte. Das Saponin findet sich im Assimilationsparenchym. 

Die Samen der Kornrade (Agrostemmea Githago) sind desgleichen 
glykosidreich, und zwar ist ihnen das Githagin eigen. Aus diesem Material 

gewinnt man, vorausgesetzt, daB die von uns an- 
gefiihrten Bedingungen eingehalten werden, als Sub- 
limationsprodukt feine Nadeln, die die Abb. 4 
wiedergibt. Aus dem Gewebe des Embryos erzielt 

Abb. 4. man reichere Mengen an Sublimat als aus dem 

Endosperm. Material, das mit Weingeist energisch 
extrahiert wurde, laBt keine derartigen Sublimationsprodukte mehr 
erkennen. Die Kristallnadeln sind hier ahnlich, wie wir dies bereits aus 
den Samen des Klappertopfes beobachten konnten, in ein Netz feiner 
fettkugeln eingebettet. Die Fettsubstanz kann mit ammoniakalischer 
Kalilauge verseift werden. Brom-Bromkalium fallt das Glykosid in 
Form der bereits erwaihnten und auch abgebildeten Nadeln. 

Aus der Rinde des Flieders (Syringa vulgaris) kénnen als Sublima- 
tionsprodukte feine Nadeln und Schwerter gewonnen werden. Eine 
Abbildung eriibrigt sich, da die Kristallbildungen denen, die bei Klapper- 
topf gewonnen wurden, recht ahnelten. Brom-Bromkalium bedingt 
sowohl im Gewebe als auch im austretenden Gewebesaft dieselben 
Kristallprodukte. Das Glykosid kann hier nur in der Rinde gefalit 
werden. Einschligige Studien sind hier besonders interessant, «a 
im Zusammenhang mit der Ruheperiode der Winterzweige vielleicht 
noch manche wissenswerte Tatsache zutage geférdert werden kann 

Hervorheben miissen wir, da8 wir stets bei allen hier erwahnten 
Objekten Parallelversuche mit dem entsprechenden Glykosid in reiner 
oder doch wenigstens in Rohform ausfiihrten. Wo es reine Praparate 
des Handels gibt, benutzten wir dieselben. Stehen derartige Proben 
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aus, 8o stellten wir uns selbst alkoholische oder wasserige Ausziige her, 
die wir mit Bleiessig fillten und mehrmals umkristallisierten. Zur 
Kontrolle wurden stets auch Proben der Sublimation unterworfen, die 
langere Zeit mit Alkohol extrahiert worden waren. 

Bei allen Proben machten wir noch Vergleichsstudien mit «-Naphthol 
und Schwefelsiure. Dieses Reagens gibt mit einfachen Zuckern sofort 
und mit zusammengesetzten Zuckern, wie wir sie im Glykoside finden, 
langsam eine typische Lilafarbung. Alle die Gewebepartien, welche 
Sublimationsprodukte und mit Brom-Bromkalium Fallungen liefern, 
farben sich mit diesem Reagens typisch lila aus. Die anderen Reak- 
tionen, wie die Probe nach Fliickiger, die Osazonprobe und die Priifung 
mit Fehlingscher Lésung verliefen negativ. Auffallend ist, daB die 
Reaktion nach Flickiger, die mit Kupfertartrat, das jeweils bei Gebrauch 
in 15°, iger Natronlauge gelést wird, eine starke Lilafirbung der eiweip- 
haltigen Gewebepartien liefert. 

Unter Benutzung der hier mitgeteilten Erfahrungen méchten wir 
die Verbreitung und Verteilung der Glykoside wahrend der Jahres- 
periode und in den verschiedensten Organen studieren. Unsere bis 
jetzt ermittelten Befunde geben nicht nur iiber das Vorhandensein 
des Glykosides in bestimmten Gewebepartien Auskunft, sondern es 
kommt ihnen auch insofern Bedeutung zu, als sie es erméglichen, be- 
stimmte Substanzen, die mit anderen vermengt sind, zu erkennen. 
Es kann beispielsweise so Kornrade oder Klappertop{ in Mehlen bestimmt 
werden. 


Literatur. 
G. Klein, Praktikum der Histochemie. Berlin 1929. — G. Klein und 
H. Linser, diese Zeitschr., 219, 51, 1930. — H. Molisch, Mikrochemie der 
Pflanze. Jena 1921. A. Niethammer, diese Zeitschr. 220, 348, 1930. 


L. Rosenthaler, Pregl-Festschrift 1929, S. 302.  Sonderband der Mikro- 
chemie. 
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Die gravimetrische Cholesterinbestimmung im Blut und Serum’. 


Von 


0. Miihlbock und C€. Kaufmann. 
(Aus der Universitats-Frauenklinik der Charité zu Berlin.) 


(Eingegangen am 1. Februar 1931.) 


Wir haben uns in den letzten Jahren mit der Frage beschaftigt, 
in welcher besonderen Weise die weibliche Keimdriise in den Regulations- 
mechanismus des Cholesterinhaushaltes eingreift. Die langjahrige 
Beschaftigung mit dem gleichen Arbeitsgebiet fiihrte zwangsliufig 
zu einer eingehenden Priifung der methodischen Verfahren, die zur 
Yholesterinbestimmung im Blute und Serum zur Verfiigung stehen. 
Dabei haben wir der gravimetrischen Bestimmung besondere Be 
achtung geschenkt und uns bemiiht, diese Methode fiir klinische Unter- 
suchungszwecke auszubauen. Wenn wir heute unsere methodischen 
Erfahrungen mitteilen, so liegt es dabei nicht in unserer Absicht, be- 
kannte Tatsachen itiber den Vorzug des gravimetrischen Verfahrens 
zu wiederholen. Wir verweisen auf die zusammenfassenden Dar- 
legungen von Hueck und von Birger. Wir beschranken uns vielmehr 
auf die Mitteilung eigener Untersuchungen, die zur genauen Durch- 
priifung der gravimetrischen Methode angestellt wurden. Aus diesen 
Untersuchungen wird jeder, der sich in die gravimetrische Methodik 
einarbeitet, eine Reihe von Hinweisen ablesen kénnen, die ihm ein 
zuverlassiges Arbeiten wesentlich erleichtern werden. Weiterhin be- 
richten wir iiber Nachpriifungen der bisher angegebenen Aufarbeitungs- 
verfahren fiir die Cholesterinbestimmung im Blute und Serum. Keines 
dieser Verfahren ist nach unseren Erfahrungen fiir die Bestimmung 
kleiner Mengen Blut und Serum brauchbar. Daher haben wir ein 
eigenes Verfahren ausgearbeitet. Zum SchluB sollen die Vergleiclis 
bestimmungen zwischen der kolorimetrischen und der gravimetrischen 
Methode mitgeteilt werden. Sie geben einen deutlichen Beleg fiir die 
groBe Fehlerbreite der kolorimetrischen Methode. Diese Vergleich-- 
bestimmungen, die simtlich am gleichen Ausgangsmaterial derselben 
Versuchspersonen durehgefiihrt wurden, zwingen uns, mit allem Nachi- 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 





drue 
einzi 


bestii 


] 
Liebe 
grunc 
Digit 
meth 
wir a 
gefiih 
vorlie 
die d 
Methe 
auch 
Fehle 
Uber 
und \ 
sitzen 


V 
des re 
stets ¢ 
zu de 
einen 
Digito 
sind ¢ 
1. 
nicht 
18° die 
2. 
Digito 
1 


Arbeit 
mung 

Durch 
fiir di 
Unser 

den K 
kostspi 
forderr 
bewuB: 





n', 


igt, 
ns- 
‘ige 
ifig 
zur 
en. 
Be- 
ter- 
hen 
be- 
ens 
Jar- 
ehr 
‘ch- 
sen 
dik 
ein 
be- 
ngs- 
ines 
ung 
ein 
chs 
hen 
die 
chs- 
Iben 
ach- 


chen 





0. Miihlbock u. C. Kaufmann: Cholesterinbestimmung im Blut usw. 223 


druck fir die Verwendung der gravimetrischen Cholesterinbestimmung 
einzutreten. 


I. Cholesterinbestimmungen an reinen Lisungen. 


Nach der Art der Methoden lassen sich die Verfahren zur Cholesterin- 
bestimmung in folgende Gruppen einteilen: 


1. Kolorimetrische Methoden, 

. gravimetrische Methoden, 

. gravimetrische Mikromethode, 
. titrimetrische Methoden, 

. photometrische Methoden. 


m Ww bo 


or 


Die kolorimetrischen Methoden beruhen auf der Farbreaktion von 
Liebermann und Burchhard. Die gravimetrische Methode geht auf die 
grundlegende Beobachtung von Windaus zuriick, daB das Cholesterin mit 
Digitonin einen unléslichen Niederschlag gibt. Die gravimetrische Mikro- 
methode, die von Scent-Gyérgy und Tominaga angegeben wurde, ist, soweit 
wir aus der Literatur ersehen, bisher am Blut und Serum nicht durch- 
gefiihrt worden. Fiir klinische Zwecke erscheint uns die Methode in ihrer 
vorliegenden Form wenig geeignet, da sie besondere Apparaturen erfordert, 
die den wenigsten Kliniken zur Verfiigung stehen!. Die titrimetrische 
Methode, die ebenfalls von Scent-Gyérgy angegeben worden ist, arbeitet 
auch in ihrer Modifikation von Hinrichs und Klemm noch mit einer groBen 
Fehlerbreite (10 bis 15°), zudem ist sie ein sehr umstandliches Verfahren. 
Uber das photometrische Verfahren, das neuerdings von Brill und Hopf 
und von Bohn und Bickenbach gleichzeitig ausgearbeitet worden ist, be- 
sitzen wir keine eigenen Erfahrungen. 


A. Die gravimetrische Methode. 


Wir geben eine genaue Vorschrift fiir die gravimetrische Bestimmung 
des reinen Cholesterins, die alle VorsichtsmaBregeln beriicksichtigt und 
stets einwandfreie Werte liefert. Digitonin, ein chemisch noch nicht niaher 
zu definierendes Produkt, gibt in alkoholischer Lésung mit Cholesterin 
einen Niederschlag einer Verbindung von 1 Mol Cholesterin und 1 Mol 
Digitonin. Bei der Ausfallung des Cholesterins als Cholesterin-Digitonid 
sind drei Punkte zu beachten: 


1. Wacker und Hueck haben festgestellt, daB das Cholesterin-Digitonid 
nicht ganz unléslich in Alkohol ist. 100 cem 95°,iger Alkohol lésen bei 
18° die 0,004 g Cholesterin entsprechende Menge des Digitonin-Cholesterids. 

2. Dam hat neuerdings gezeigt, daB die Zusammensetzung des Cholesterin- 
Digitonidniederschlags sich mit der Konzentration des Digitonins andert. 


1 Anmerkung bei der Korrektur. Wahrend der Drucklegung dieser 
Arbeit erschien eine gravimetrische Mikromethode der Cholesterinbestim- 
mung von Mancke in dieser Zeitschr. 231, 103, 1931. Fiir die klinische 
Durchfithrbarkeit dieser Methode gelten dieselben Einwande, die wir hier 
fir die gravimetrische Mikromethode nach Scent-Gyérgy erhoben haben. 
Unser Ziel bei der Ausarbeitung der gravimetrischen Methode war, fiir 
den Kliniker eine leicht durchfiihrbare Methode zu schaffen, die keine 
kostspieligen, erst nach langer Ubung zu handhabenden Apparaturen er- 
fordern. Um mit méglichst wenig Ausgangsmaterial zu arbeiten, haben wir 
bewuBt die langere Zeit beanspruchende Extraktion beibehalten. 
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3. Entsprechend der Gewinnung des Digitonins ist die Digitonin- 
zusammensetzung bei den einzelnen Lieferungen nicht immer gleichart iy 
Ebenso schwankt der Wassergehalt des Digitonins in gewissen Grenzen. 
Unter Beriicksichtigung dieser drei Punkte ergibt sich fiir die Bestimmung 
des Cholesterins in reinen Lésungen folgendes Verfahren. 


a) Bereitung der Digitoninlésung. 

Digitonin cryst. (Merck) wird 2 Stunden bei 100° getrocknet. Von 
diesem getrockneten Digitonin bereitet man sich eine 1% ige Lésung in 
96°,igem Alkohol unter Erwirmen auf dem Wasserbad. Sollten sich hei 
dem Erkalten einige Flocken abscheiden, werden diese abfiltriert. 


b) Bereitung der Cholesterinlésung. 


Fiir Kontrollbestimmungen an reinen Lésungen darf nur das reine 
Cholesterin, Merck, benutzt werden. Andernfalls muB das Cholesterin 
durch zweimaliges Umkristallisieren aus Alkohol gereinigt werden. Von 
diesem reinen Cholesterin bereitet man sich eine Lésung in 96 %,igem Alkoho), 
die in 10 cem Alkoho! 10 mg Cholesterin enthalt. 


c) Bestimmung des Cholesterins. 

Um im Vorversuch gleichzeitig die optimale Digitoninmenge zu er- 
mitteln, setzt man zu je 10 cem der Cholesterinlésung je 5, 7,5 und 10 ccm 
der Digitoninlésung unter Erwairmen auf dem Wasserbad. Diese Konzentra- 
tionen der Digitoninlésung sind nach unseren Erfahrungen immer aus- 
reichend, um die richtige Digitoninmenge zu erfassen. Man léBt dann iiber 
Nacht zur vollstandigen Ausfaillung stehen. Der Niederschlag wird durch 
einen Mikrofiltertiegel der Berliner Porzellanmanufaktur mit Hilfe der 
Wasserstrahlpumpe filtriert. Diese Mikrofiltertiegel haben sich in unseren 
Versuchen ausgezeichnet bewiahrt, sie sind einfacher und besser zu hand- 
haben als die Papierfilter. Man trocknet den Niederschlag bei 90 bis 1(() 
bis zur Gewichtskonstanz und wagt. Die erhaltenen Werte fiir das Chole- 
sterin-Digitonid mit 0,2431 multipliziert ergeben die gefundene Choie- 
sterinmenge. 

Um zu zeigen, von welcher Bedeutung die Konzentration der Digitonin- 
lésung ist, sei folgende Tabelle angefiihrt. In der Tabelle werden die \cr- 
schieglenen Lieferungen des Digitonins mit A, B und C bezeichnet. 





Eingewogene 
Cholesterinmenge 
mg ecm mg 


1 °%/oige Digitoninlésung Gefundenes Cholesterin 


Digitonin A. 
5 8,95 
1( 9,35 
15 9,40 


Digitonin B. 
5 10,0 
10 11,5 
15 13,0 


Digitonin (. 
2,5 
5 
10 
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Aus dieser Tabelle ergibt sich, daB in den meisten Fallen bei 
l) mg eingewogenem Cholesterin die Ausfaillung mit 5ccm 1° iger 
Digitoninlésung quantitativ ist. Da wir bei Aufarbeitung von 
J0cem Blut und Serum Cholesterinwerte von derselben GréBen- 
ordnung finden, haben wir auch in unseren Blut- und Serumver- 
suchen die gleiche Menge Digitoninlésung benutzt. 


B. Die Bestimmuna von Cholesterinester. 


Mittels des Digitoninverfahrens kann nur das freie Cholesterin bestimmt 
werden. Will man auch die Cholesterinester erfassen, so miissen diese Ester 
zuerst verseift werden. Es ist schon seit langem bekannt, da®8 die Chole- 
sterinester auBerordentlich schwer zu verseifen sind. So gibt schon 
Berthelot (1859) an, daB das Cholesterylstearat erst nach achttagigem 
Kochen mit starken wiisserigen Alkalien gespalten werden konnte. Thaysen 
hat sich in neuerer Zeit in ausgedehnten Versuchen mit der Verseifung 
der Cholesterinester befaBt. Er konnte in seinen Versuchen zeigen, dab 
bei der Verseifung einer 1,8 ®/99-Lésung von Cholesterindlsiureester mit 
Natriumalkoholat verseift waren: 
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Aus diesen Angaben ergibt sich, daB es wesentlich ist, jedes Verseifungs- 
verfahren auf seine Vollstandigkeit zu priifen. 


In unseren Kontrollversuchen wahlten wir als Beispiel des Cholesterin- 
esters den Cholesterinélsiureester, den wir genau nach der Vorschrift von 
Hirthle herstellten. Die Verseifung wurde mit Natriumalkoholat durch- 
gefiihrt. Zu einer alkoholischen Lésung des Cholesterinesters (25 mg in 
25cem absolutem Alkohol) wird etwa | g metallisches Natrium gegeben. 
Man erhitzt 4 Stunden auf dem elektrischen Sandbad zum Sieden in einem 
Kolben mit angeschliffenem RiickfluBkiihler. Die Léosung wird dann mit 
75 cem Wasser versetzt und 3 Stunden im Extraktionsapparat nach Kemp/ 
ausgedithert. Man trocknet den Ather mit wasserfreiem Natriumsulfat. 
verdampft den Ather, lést den Riickstand in 10 cem Alkohol und bestimmt 
das Cholesterin, wie oben unter A, c) beschrieben. 


Uber die Vollstandigkeit der Verseifung nach dem von uns angewandten 
Verfahren herichtet nachfolgende Tabelle. 





Eingewogener Berechnetes Gefundenes Gefundener | Differenz 
Cholesterinester Cholesterin Cholesterin Cholesterinester - 
mg mg mg mg oi; 
25 14,8 14,8 25 0 
25 14,8 14,3 24,1 ~—$% 
15 9,3 0,3 14,0 — 6 
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Wir sehen weiter aus dieser Tabelle, daB die Fehlerbreite bei der |} 
stimmung des Cholesterinesters gréBer ist als bei der Bestimmung des 
freien Cholesterins. Diese groBe Fehlerbreite kénnte ihre Ursache in eine: 
Zerstorung des Cholesterins durch das Natriumalkoholat haben. Es finden 
sich in der Tat in der Literatur von einzelnen Autoren Angaben, nach, 
denen Cholesterin beim Kochen mit Natriumalkoholat zerstért wird 
(Lippschiitz, Dam). Um uns zu iiberzeugen, ob bei dem von uns 
angewandten Verfahren Cholesterin zerstért wird, haben wir rein 
Cholesterinlésungen analog wie bei dem VerseifungsprozeB mit Natrium- 
alkoholat behandelt. 

Aus den folgenden Werten geht hervor, da8 bei dem von uns an 
gewandten Verfahren in Ubereinstimmung mit den Befunden von Windau: 
und von Obermiiller kein Cholesterin zerstért wird. 





Eingewogenes fqn : 
Cholesterin |Getendenes Cholesterin) Differenz 


mg mg 


10 10,4 
20 19,3 


Zusammenfassend laBt sich also sagen, daB bei dem von uns 
angewandten Verseifungsverfahren eine vollstandige Verseifung ein- 
tritt und durch die Wirkung des Natriumalkoholats kein Cholesterin 
zerstért wird. Das Verseifungsverfahren arbeitet mit einer Fehler. 
breite von 5”... 


If. Cholesterinbestimmung im Blut und Serum. 


Grundbedingung fiir eine genaue Bestimmung im Blute und Serum 
ist die vollstindige Extraktion des Cholesterins und seiner Ester. 


Zur Extraktion des Cholesterins und seiner Ester stehen uns eine 
Reihe von Verfahren zur Verfiigung. Wir erwiihnen nur diejenigen, die 
wir ¢iner Nachpriifung unterzogen haben und die eine getrennte Bestimmung 
des Cholesterins und seiner Ester erméglichen. 


1. Verfahren von Myers. 


Das Verfahren, wie es Myers fiir die kolorimetrische Cholesterin- 
bestimmung angegeben hat (Trocknen des Serums mit Sand und Extraktion 
mit Chloroform), erwies sich fiir die gravimetrische Bestimmung als un- 
geeignet. Will man mehr als 1 cem Blut oder Serum trocknen, so werden 
die Sandmengen zu groB, die man anwenden mu, um das Serum in ge 
niigend feiner Verteilung zu trocknen. Durch das lingere und starkere 
Kochen in Chloroform wird ein Teil des Cholesterins zerstért, wie uns 
Kontrollen an reinen Lésungen zeigen. 

18,14 mg Cholesterin werden in 250 ccm Chloroform DAB 6 gelost. 
5ecem dieser Lésung werden kolorimetrisch nach Liebermann-Burchhard 
bestimmt. Die Lésung wurde stehengelassen und in Abstiinden wieder 
untersucht. Es zeigte sich bei den Bestimmungen eine dauernde Abnahme 
des Cholesteringehaltes. Nach 5 Wochen war iiberhaupt kein Cholesterin 
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mom A 


in der Lésung mehr nachweisbar. Die Ursache dieser Abnahme ist sicher 
in einer Zerst6rung des Cholesterins durch die Zersetzungsprodukte des 
Chloroforms zu suchen. 





Ablesung Gefunden Fehler 
mg Ol 
Sofort 18,5 0,2 
Nach 4 Tagen 15.7 —15 
a ee 13,9 — 24 
c f 10.0 — 45 
» 5& Wochen Keine Farbung mehr 


2. Verfahren von Fex. 

Fex hat sich in auBerordentlich griindlicher Weise mit der gravimetri- 
schen Bestimmung des Cholesterins befaBt. Er arbeitete hauptsichlich 
mit Organen, bei denen er mit seinem Verfahren durch Kochen des Organ 
breies mit 2°,iger Natronlauge und Ausschiitteln mit Ather eine quanti 
tative Extraktion erreicht. Fea gibt einen Versuch an, in dem er sein Ver- 
fahren auch fiir die Extraktion von Blut empfiehlt. Wir betonen gleich 
hier, daB wir uns in wiederholten Versuchen nicht von der Brauchbarkeit 
des Fexschen Verfahrens in Blut- und Serumbestimmungen iiberzeugen 
konnten, so brauchbar es fiir die Bestimmung in Organen sein mag. 


Fez’ Vorschrift lautet: Blut oder Serum wird mit der doppelten Gewichts- 
menge 2% iger Natronlauge versetzt und etwa 1/, Stunde auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Man gibt die Lésung in einen Schiitteltrichter, versetzt mit 
Ather und 14Bt mindestens 12 Stunden stehen. Wahrend dieser Zeit wird 
der Scheidetrichter in halbstiindigen Zwischenriumen kraftig geschiittelt. 
Man 1l48t dann den Ather ab, gibt neuen Ather dazu, den man wieder 
12 Stunden stehenliBt. Die gesammelten Atherextrakte werden erst mit 
schwach alkalischem Wasser gewaschen und dann mit destilliertem Wasser. 
Man verdampft den Ather zur Trockne und lést den Riickstand in Alkohol. 
In dieser alkoholischen Lésung werden dann in iiblicher Weise das Chole 
sterin und die Cholesterinester bestimmt. 


Kin offensichtlicher Nachteil dieser Methode, den Fea selbst erwahnt, 
liegt in der langen Dauer des Aufarbeitungsverfahrens. Fex gibt an, daB 
nach 2 Tagen das gesamte Cholesterin extrahiert ist. In unseren Versuchen 
mit Blut und Serum war das niemals der Fall. Als Beispiel fiihren wir von 
unseren Versuchen nur zwei Fille an. 


Versuch 1: Blut. 


20 cem Blut werden mit 30 cem 2% iger Natronlauge auf dem Wasser- 
bad gekocht und nach dem Abkiihlen in einen Scheidetrichter gebracht. 
Genau nach der Vorschrift von Fex liBt man 2 Tage mit Ather stehen. 
Um auf Vollstaindigkeit der Extraktion zu priifen, lassen wir den Ather einen 
dritten Tag im Scheidetrichter stehen. Bei einer Priifung dieses dritten 
Atherextraktes fanden sich in ihm noch 8,7 mg Cholesterin (kolorimetrisch 
bestimmt). Auf 100 cem Blut umgerechnet also noch 43.5 mg Cholesterin. 
Wir lieBen abermals | Tag stehen und fanden am vierten Tage auf 100 cem 
Blut umgerechnet noch 6 mg Cholesterin. Am fiinften Tage fanden wir 
noch 1,2 mg-°%, Cholesterin. 
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Versuch 2: Serum. 

30 com Serum werden mit 60 ccm 2°,iger NaOH genau so behande'!. 
wie in Versuch | beschrieben. Es fanden sich im Atherextrakt auf 100 cem 
Serum umgerechnet: 

am dritten Tage 11 mg-°,, Cholesterin 
vierten ., 10 
fiinften ,, 29 
sechsten ., Il 
siebenten ., 4 

In einer zweiten Versuchsreihe versuchten wir, das umstiandliche und 
langdauernde Verfahren des Ausschiittelns mit Ather im Scheidetrichte: 
durch die Anwendung eines Extraktionsapparates zu umgehen. Wir hofften. 
mit der Anwendung eines Extraktionsapparates eine weitere Schwierigkeit 
des Fexschen Verfahrens zu vermeiden. Es gelingt naémlich trotz alle: 
VorsichtsmaBregeln haufig nicht, die Schaumbildung im Schiitteltrichte: 
zu vermeiden, so daB eine Trennung der Schichten unméglich ist. Wir be 
nutzten fiir unsere Versuche den Extraktionsapparat nach Kempf, de: 
sich uns fiir andere Versuche ausgezeichnet bewahrt hatte. Auch bei An 
wendung dieses Verfahrens gelang es nur schwer, das gesamte Cholesteri: 
zu extrahieren. Wir fiihren von mehreren Versuchen nur ein Beispiel an: 


Versuch 3. 

30 cem Serum werden mit 60 cem 1/, °,iger Natronlauge 1/, Stunde 
auf dem Wasserbad erwarmt. Nach achtstiindiger Extraktion ist nac} 
kolorimetrischer Priifung noch nicht alles Cholesterin extrahiert. Bei 
weiterer Extraktion fanden sich 

nach 16 Stunden noch 9 mg-% 
a i re 
32 “i <<. 


AnschlieBend haben wir den Extrakt nochmals wie in der Fexsche: 
Originalvorschrift mit Ather im Schiitteltrichter 24 Stunden stehengelassen 
Noch immer war die Extraktion nicht vollstaindig. Es lieBen sich noch 
3,3 mg-°% Cholesterin nachweisen. 

"Aus diesen Versuchen, die wir mehrmals wiederholt haben, geht 
eindeutig hervor, dap die Methode nach Fex fiir eine Autarbeitung ur 
Cholesterinbestimmung im Blute oder Serum nicht geeignet ist. 


3. Verfahren von Birger und Beumer. 

20 cem Serum werden tropfenweise in die 20fache Menge 96°, igen 
Alkohols gegeben und 24 Stunden stehengelassen. Man filtriert den Nieder 
schlag ab und teilt das Filtrat in zwei Teile. Der eine Teil wird zur Chole 
sterinbestimmung verseift, der andere wird zur Trockene verdampft und 
nach dem Auslaugen mit heiBem Alkohol zur Bestimmung des freien Chole 
sterins benutzt. 

Diese Methode gibt bei Bestimmungen im Serum zuverlissige Werte. 
doch sind die von Biirger angewandten Mengen des Ausgangsmaterial- 
sehr groB. Um mit wesentlich geringeren Mengen auszukommen, wie ¢> 
fiir haufigere Untersuchungen im menschlichen Serum dringend erforderlic) 
ist, anderten wir das Verfahren so ab, daB eine Trennung des Extraktes 1" 
zwei Teile vermieden wurde. Da wir die Bestimmung des Cholesterins teu 
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weise auch im Gesamtblut durchfiihrten, muBten wir ein Reinigungs- 
verfahren des Extraktes ausarbeiten. Weiterhin benutzten wir nicht reinen 
Alkohol zur Lésung des Cholesterins und seiner Ester, sondern eine Mischung 
von Alkohol und Ather, wie sie Bloor fiir diese Zwecke angegeben hat. 

Unter Beriicksichtigung dieser Punkte ergab sich fiir unser Verfahren 
folgende Vorschrift. 

4. Unser Verfahren. 
a) Extraktion. 


Nach der Bloorschen Vorschrift geben wir 10 com Blut oder Serum 
tropfenweise in das 25fache einer Mischung von 3 Teilen Alkohol und 
einem Teil Ather. Das Eiweif fallt in Flocken aus, das Cholesterin 
und die Cholesterinester gehen mit den anderen Lipoiden in Lésung. 
Man 1aBt einige Stunden stehen und filtriert dann unter sorgfaltigem 
Nachwaschen mit Alkohol-Ather den EiweiBniederschlag ab. 

Die einzig mégliche Fehlerquelle dieses Verfahrens liegt darin, 
daB die Flocken noch Cholesterin oder Cholesterinester enthalten. 
Um diese EiweiBflocken auf ihren Cholesteringehalt zu untersuchen, 
haben wir sie in 2° iger Natronlauge unter Erwairmen auf dem Wasser- 
bad gelést. Beim Ausaéthern konnten wir kolorimetrisch niemals 
Cholesterin nachweisen, auch wenn die Lésung tagelang im Schiittel- 
trichter mit Ather behandelt wurde. Auch bei Auflésung der Flocken 
in 25°,iger Natronlauge fand sich niemals Cholesterin. Wiederholt 
wurden diese Atherextrakte auch mit Digitonin gepriift. In keinem 
Falle erhielten wir einen Niederschlag von Cholesterin-Digitonid. 
Diese Prifung wurde sowohl] bei Extrakten aus Blut wie aus Serum 
durchgefihrt. 

Nach diesen Versuchen sind wir zu der Uberzeugung gekommen, 
da8 wir mit Alkohol-Ather eine quantitative Extraktion des Chole- 
sterins und seiner Ester aus dem Blute und aus dem Serum erreichen. 


b) Reinigung des Extraktes. 

Der so gewonnene Alkohol-Atherextrakt enthalt noch viele Bei- 
mengungen, von denen er zur Bestimmung des Cholesterins befreit 
werden muB. Die Reinigung wird erreicht durch Verdampfen des 
Alkohol-Atherextraktes zur Trockne und Extraktion des Riickstandes 
mit Ather. Die atherische Lésung wird filtriert und wieder zur Trockne 
verdampft. Der Riickstand wird mit Alkohol ausgelaugt. Diese 
alkoholische Lésung wird zur Ausfaillung des freien Cholesterins mit 
Digitonin versetzt. 

Um sicherzugehen, daB bei dieser Umfallung kein Cholesterin 
verloren geht, muBten die einzelnen Riickstainde auf ihren etwaigen 
Cholesteringehalt untersucht werden. 

a) Die nach den Extraktionen zuriickbleibenden Riickstande 
wurden in Chloroform gelést. Bei kolorimetrischer Priifung nach 
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Liebermann-Burchhard mit Essigsiureanhydrid und _ konzentrierter 
Schwefelsaure trat in keinem Falle eine Griinfirbung auf. Es war 
also kein Cholesterin mehr nachweisbar. 

b) Wiederholt wurden die Riicksténde mit 2°,iger Natronlauge 
3 Stunden auf dem Wasserbad gekocht. Nach dem Ausithern lieB sich 
auch in diesen Extrakten kein Cholesterin nachweisen. 

Durch diese Umfallung ist es gelungen, ohne Verluste das Chole- 
sterin und die Cholesterinester des Blutes und des Serums frei von den 
meisten Beimengungen zu erhalten. 

Um eine weitere Kontrolle fiir unser Aufarbeitungsverfahren zu 
gewinnen, haben wir dem Alkohol-Atherextrakt reines Cholesterin 
und reinen Cholesterinélséureester zugesetzt. Die gefundenen Werte 
sind aus der folgenden Tabelle zu ersehen. 





ee Mit Zusatz von 
10 ecm Ohne Zusatz | 5 mg Cholesterin 


mg } mg 


Blut 10,0 15,1 
Blut 10,8 15,4 
Serum 7,5 12,6 
Verestertes Cholesterin mit Zusatz 
von 5mg verestertem Cholesterin 
Serum 13,0 18,1 


c) Die Verseifung. 

Da es unser Bestreben war, unser Verfahren mit méglichst wenig 
Material durchzufiihren, benutzten wir das Filtrat des Cholesterin- 
Digitonidniederschlags zur Bestimmung der Cholesterinester. Um die 
Cholesterinester von dem iiberschiissigen Digitonin zu befreien, wird 
das Filtrat zur Trockne verdampft und der Riickstand mit Ather 
extrahiert. Man verdampft den Ather und lést in Alkohol. Die Chole- 
sterinester sind recht schwer léslich in Alkohol, so daB wir in der ersten 
Zeit Schwierigkeiten hatten, nach dem Abdampfen des Athers die 
Cholesterinester wieder in Lésung zu bekommen. Wenn man abet 
den kleinen Kunstgriff benutzt, den Ather nicht ganz abzudampfen, 
sondern nur bis auf wenige Kubikzentimeter, dann zu dieser Lésung 
Alkohol gibt und die letzten Spuren des Athers verjagt, erzielt man 
immer eine glatte Lésung der Cholesterinester. Diese Lésung wird 
dann verseift, wie oben bei den reinen Lésungen beschrieben worden ist 

Zur Priifung auf Vollstandigkeit der Extraktion der Cholesterin- 
ester haben wir wiederholt den Digitoninriickstand mit Natronlauge 
auf dem Wasserbad gekocht und dann mit Ather ausgeschiittelt. Diese 
atherischen Lésungen waren stets cholesterinfrei. Die Priifung au! 
Vollstandigkeit der Verseifung wurde so durchgefiihrt, daB nach dem 
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Ausfallen des verseiften Cholesterins als Digitonid das Filtrat zur 
Trockne verdampft und der Riickstand mit Chloroform extrahiert 
wurde. Bei der kolorimetrischen Priifung auf Cholesterin zeigte sich, 
daB kein Cholesterin mehr vorhanden war. Zur Kontrolle wurde auBer- 
dem eine Vergleichsbestimmung von Serum mit Zusatz von Chole- 
sterinélsaureester durchgefiihrt. Die erhaltenen Werte finden sich 
in der Tabelle auf 8. 230. 


d) Zusammenfassung. 


Durch die angefiihrten Kontrollbestimmungen haben wir den Beweis 
erbracht, daB das von uns angegebene Verfahren zuverlissige Werte 
fiir den Cholesterin- und den Cholesterinestergehalt im Blute und im 
Serum ergibt. In der folgenden Tabelle geben wir eine Reihe von 
Doppelbestimmungen im Blute und im Serum. Aus diesen Doppel- 
bestimmungen ergibt sich die Schwankungsbreite unserer Methode 
mu 6%. 





Cholesterin 


Name Substrat (“freies | Ester | Gesamt | Differenz 

mg-°/o mg-/o mg-"/o %Fo 

Mann, 63 Jahre a) Serum 58 | 101 159 6 
a 57 93 150 

Irm. a) Serum 85 82 167 1 
Eklampsie Mens X Oe is% 83 86 169 

Schm., 68 Jahre a) Serum 82 157 239 9 

Cystocele eae i 83 151 234 ‘a 
Pink., 65 Jahre a) Serum 110 172 282 

Hypertonus oe. 108 174 282 1 
oe - ~ 112 166 278 

Schm. a) Plasma 98 112 210 1 
Grav.MensX Eklampsie b)  , 96 116 212 

Wag. a) Blut 100 40 140 9 
Ikterus a 105 38 143 

Schm. a) Blut 102 88 190 6 
Grav.MensXEklampsie b) , 96 83 179 

Mii. a) Blut 102 96 198 9 

aa 100 192 202 = 


Vergleich der gravimetrischen Methode der Cholesterinbestimmung im Blute 
und Serum mit den kolorimetrischen Methoden nach Bloor und M yers. 


Nachdem wir die gravimetrische Bestimmung des Cholesterins 
und der Cholesterinester im Blute und im Serum durchgepriift hatten, 
wurden vergleichende Untersuchungen mit kolorimetrischen Methoden 
angestellt. Die Zahl der Modifikationen der kolorimetrischen Be- 
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stimmungen ist zu groB, als daB alle untersucht werden konnten. Wi: 
haben nur zwei der wichtigsten kolorimetrischen Verfahren einer 
Priifung unterzogen: Die Verfahren von Bloor und von Myers. 


a) Das Verfahren von Bloor. 


Bloor benutzt zu seiner kolorimetrischen Bestimmungsmethode 
den Alkohol-Atherextrakt. 3 ccm Blut oder Serum werden in 25 cem 
Alkohol-Ather gegeben. 10 ccm dieses Extraktes werden verdampit 
der Riickstand wird in Chloroform gelést und das Cholesterin kolori- 
metrisch nach Liebermann-Burchhard mit Essigsiureanhydrid und kon- 
zentrierter Schwefelséure bestimmt. 

In der folgenden Tabelle sind 31 Fille zusammengestellt, in denen 
vergleichsweise je eine gravimetrische Bestimmung und eine kolorimetrisclx 
Bestimmung nach Bloor vorgenommen wurde. Da zu den meisten Versuchen 
Schwangerenblut als Ausgangsmaterial benutzt wurde, erkldren sich die hohen 
Gesamtcholesterinwerte in der Mehrzahi der Fdlle. Bei Fall 26 handelt es sich 
um einen vollstandigen VerschluB der Gallenwege durch eine Neubildunyg 





Gesamt-Cholesterin 
Substrat nach Bloor } 
kolorimetrisch | 


mg-°/> } mg-"/6 


Differenz 
gravimetrisch 


Serum 355 202 
Serum 296 181 
Blut 244 154 
Serum 820 215 
Blut 223 157 
Plasma 290 211 
Blut 250 183 
Blut 246 185 
Serum 328 248 
Blut 220 168 
Blut 210 162 
Blut 220 172 
Blut 198 157 
Serum 222 176 
Serum 330 264 
Blut 249 200 
Serum 284 232 
Serum 266 219 
Serum 232 191 
Serum 243 192 
Blut 178 157 
Serum 244 211 
Blut 157 141 
Blut 189 180 
Blut 155 155 
Blut 610 620 
Blut 149 161 
Blut 159 173 
Serum 120 136 
Blut 189 217 
Blut i 123 151 
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Vergleicht man die Resultate der gravimetrischen Bestimmung mit 
den nach der Bloorschen Methode gefundenen, so fallt auf, daB 
diese von 31 Fallen 22mal viel zu hohe Werte geben. Diese Werte 
liegen bis zu 76°, héher als die gravimetrischen Werte. Nur sechs 
Werte sind innerhalb der Fehlergrenze iibereinstimmend. Drei Fille 
zeigen nach der kolorimetrischen Bestimmung einen niedrigeren Wert 
als nach der gravimetrischen Methode. Diese Beobachtung deckt sich 
mit den bereits in der Literatur niedergelegten Befunden (Hueck und 
Helmuth), die iibereinstimmend dahin lauten, daB die Bloorsche Methode 
viel zu hohe Werte ergibt. Uns erscheint es wichtig, an dem gleichen 
Ausgangsmaterial desselben Menschen durch die gleichzeitige kolori- 
metrische und gravimetrische Bestimmung die gewaltige Fehlergrenze 
der Bloorschen Bestimmung gezeigt zu haben. 


b) Das Verfahren von Myers. 


Die Methode von Myers ist nur am Serum anwendbar. M yers 
trocknet das Serum mit Sand, extrahiert mit Chloroform und bestimmt 
in dieser Lésung das Cholesterin ebenfalls nach Liebermann- Burchhard. 
Bei 17 Frauen wurde die kolorimetrische Bestimmung nach Myers 
neben der gravimetrischen Bestimmung verwandt. 





Gesamt-Cholesterin 


mare 8) ae Differen: 
mg-° 9 mg-°/6 

1 Serum 289 210 + 38 

2 - 350 303 + 15 

3 * 180 159 +18 

4 235 211 + 11 

5 5 255 234 + 9 

6 ‘ 272 272 + @ 

7 a 245 248 1 

8 ‘ 222 232 — 4 

9 ‘ 220 232 — 5 

10 pi 260 282 — § 
il - 159 176 10 
12 P. 194 239 —19 
13 ‘ 105 165 — 27 
14 ‘ 100 143 — 30 
15 108 167 — 35 
16 n 91 169 — 44 
17 “ 73 136 — 46 


Die mit der Methode von Myers gefundenen kolorimetrischen 
Werte kommen den gravimetrisch ermittelten wesentlich niher. Doch 
treten auch bei dieser Methode wiederholt groBe Differenzen auf. 
Drei kolorimetrische Werte sind wesentlich héher als die gravimetrisch 
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ermittelten (bis zu 38°). Acht Werte stimmen innerhalb der Fehle: 
grenze uberein. Sechs Werte zeigen nach der kolorimetrischen Methoc 
einen niedrigeren Wert als nach der gravimetrischen Methode. 

Aus den Ergebnissen der Vergleichsbestimmungen zwischen de: 
gravimetrischen Methode und den kolorimetrischen Methoden an 
demselben Ausgangsmaterial ergibt sich, daB fiir exakte Untersuchungen 
die Anwendung der gravimetrischen Methode unerlaBlich ist, wenn 
auch ihre Durchfiihrung ungleich schwieriger ist. Die Mehrzah] der 
in der medizinischen Literatur niedergelegten Angaben iiber die 
Physiologie und Pathologie des Cholesterinhaushaltes stiitzen sich 
auf Ergebnisse, die mit Hilfe kolorimetrischer Bestimmungen gewonnen 
wurden. Bei Betrachtung unserer vergleichenden Untersuchungen 
werden die vielfachen Widerspriiche verstandlich, die zwischen den 
verschiedenen Untersuchungsergebnissen bestehen. Sie sind zum 
groBen Teil rein methodisch bedingt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird die exakte Durchfiihrung einer gravimetrischen Be- 
stimmung des reinen Cholesterins und des reinen Cholesterinesters 
beschrieben. 

2. Fiir die Anwendung dieser an den reinen Substanzen durch- 
gefiihrten Bestimmungsmethode zu Cholesterinbestimmungen im Blute 
und im Serum war Vorbedingung eine vollstandige Extraktion des 
Cholesterins und seiner Ester aus dem Blute und aus dem Serum. 
Die in der Literatur angegebenen Extraktionsverfahren von Myers 
und von Fex erwiesen sich bei einer Nachprifung fiir Bestimmungen 
im Blute und Serum als ungeeignet. 

3. Wir haben daher ein eigenes Aufarbeitungsverfahren fiir die 
Cholesterinbestimmung im Blute und Serum angegeben. Es wird ein 
Alkohol-Atherextrakt hergestellt, der nach einem Reinigungsverfahren 
zur Bestimmung des freien Cholesterins dient. Nach der Ausfallung 
des freien Cholesterins wird das Filtrat des Cholesterin-Digitonin- 
niederschlags direkt zur Bestimmung des veresterten Cholesterins 
benutzt, um mit méglichst geringen Materialmengen auszukommen. 
An zahlreichen Kontrollbestimmungen haben wir die Exaktheit unsere~ 
Verfahrens bewiesen. 

4. Vergleichsbestimmungen des gravimetrischen Verfahrens mit 
den kolorimetrischen Bestimmungsmethoden nach Bloor und nach 
Myers ergeben eine groBe Fehlerbreite der kolorimetrischen Methoden. 
Die kolorimetrisch ermittelten Werte liegen bei der Methode von 
Bloor bis zu 76°, héher als der gravimetrische Wert, bei der Methode 
von Myers bis zu 38°., héher. Diese Fehlerbreite der kolorimetrischer: 
Methoden schlieBt ihre Verwendung zu exakten Untersuchungen aus. 
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Bemerkungen iiber die Funktion 
und Bedeutung der Polyphenoloxydase der Kartoffeln. 


Von 
A. Szent-Gyérgyi und K. Vietorisz. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Szeged. 


(Eingegangen am 1. Februar 1931.) 


Die Messung der Funktion und Kinetik einer Phenoloxydase ist 
durch die besondere Natur der Oxydationsprodukte erschwert; auch 
ist die physiologische Konzentration der Phenole auBerst gering. Wird 
zur Oxydase wenig Phenol zugesetzt, so ist dieses bald wegoxydiert, 
und die Reaktion kommt zum Stillstand. Wird viel zugesetzt, so 
arbeitet man unter unphysiologischen Bedingungen, und die Reaktions. 
produkte kénnen bald stérend eingreifen. 

Um unter physiologischen Bedingungen zu arbeiten, muB wenig 
Phenol zugesetzt werden, aber wir miissen Sorge tragen, daB — so wie 
in der Natur unter physiologischen Bedingungen — die Oxydations- 
produkte, die Chinone, sofort wieder zum Phenol reduziert werden, 
bevor sie sekundare irreversible Reaktionen eingehen kénnen. Wi! 
miissen also in Gegenwart einer gréBeren Menge eines geeigneten redu- 
zierenden Mittels arbeiten, das auf die primare Reaktion, die Oxydation 
des Phenols durch die Oxydase, keinen EinfluB hat. Glutathion ist fir 
diesen Zweck ungeeignet, da, wie dies H. L. Mason im Kendallschen 
Laboratorium gezeigt hat, die Sulfhydrilverbindung mit Chinonen 
irreversible Additionsprodukte bildet. Ein geeignetes Mittel hingegen 
wird durch die Hexuronsdure geliefert, die auch in vivo eine analoge 
Funktion erfillt. Die Reaktion zwischen Phenol und Oxydase kann 
dann entweder durch Messung der Sauerstoffspannung oder durch 
Titrieren der tiberschiissigen Hexuronsiure verfolgt werden. Derselbe 
Gedankengang liegt der Arbeit J. D. Guthries'! zugrunde, der zur 
Reaktion natiirliche Reduktionsmittel oder Umwandlungsprodukte der 


' Journ. Amer. Chem. Soc. 52, 3614, 1930. 
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Glucose verwendet. Guthrie erhalt unter diesen Bedingungen lineare 
Funktionen der Oxydasewirkung. 


Bekanntlich enthalt das Kartoffelgewebe eine hochwirksame 
Polyphenoloxydase und ein Katecholderivat, das unter Einwirkung 
der Oxydase rasch zum Chinon oxydiert werden kann, das mit anwesenden 
Proteinen oder Aminosaéuren dunkel gefarbte Produkte liefert. Trotzdem 
zeigt das unbeschadigte Kartoffelgewebe in Gegenwart von Sauerstoff 
keine dunkle Verfarbung, als Zeichen dessen, dai die Chinone, wenn 
iiberhaupt gebildet, durch das Gewebe wieder sofort zum Phenol 
reduziert werden. Die Sauerstoffaufnahme des unbeschadigten Gewebes 
gibt also die mégliche maximale Oxydationsgesch windigkeit des Phenols 
in vivo. Es sei aber betont, daB zurzeit kein Beweis vorliegt, daB diese 
natiirliche Sauerstoffaufnahme tatsiéchlich iiber die Oxydation des 
Phenols stattfindet. 


Wird das Kartoffelgewebe beschadigt (z. B. zerquetscht), so zeigt 
sich sofort eine braune Verfarbung. Diese Verfirbung kann a priori 
in zweierlei Weise gedeutet werden. Es ist einerseits méglich, daB 
durch die Beschidigung die Reduktionskraft des Gewebes beschadigt 
wurde, und somit das auch unter normalen Verhiltnissen gebildete 
Chinon nicht wieder reduziert werden kann. Andererseits ist es méglich, 
daB durch die Beschidigung die Aktivitaét der Phenoloxydase eine 
Steigerung ihrer Aktivitat erfahrt. 


Wir kénnen beide Méglichkeiten durch Messung der Oxydations- 
intensitat des Phenols unterscheiden. Aus den eingangs erwahnten 
Griinden ist dies nur méglich, wenn wir in Gegenwart eines geeigneten 
Reduktionsmittels, der Hexuronsaure, arbeiten. 

Es wurden folgende Versuche angestellt: 


Die auBerste Haut der Kartoffeln wurde mit einem scharfen Messer 
diinn abgetragen. Dann wurden mit einem Rasiermesser diinne Schnitte 
aus der Oberfliche angefertigt. Die gemittelte Dicke der Schnitte 
betrug 0.6mm. Die Schnitte wurden rasch gewogen und in den Respiro- 
meter eingefiihrt und dort in 2 cem M. !/,, Phosphat von px 5,9 suspendiert. 
Temperatur 20°C. CO, wird durch NaOH gebunden. Nach Erreichen des 
Temperaturgleichgewichts (5 Minuten) wurden die Ablesungen am Mano- 
meter begonnen und alle 15 Minuten wiederholt. Die Ablesungen waren 
in zwei Versuchen, in denen 786 und 820 mg Kartoffelzgewebe verwendet 
wurden, die folgenden: 


26, 26, 26, 22cmm O, und 20, 26, 20, 20, 26, 20 emm Q,. 


Dies gibt im Mittel 127 bzw. 108 ccm verbrauchten O, pro Gramm Gewebe 
und Stunde. Dies bedeutet die maximale Menge Sauerstoff, die zur 
Oxydation des Phenols verbraucht werden konnte. Wie erwahnt, ist dies 
aber nur das theoretisch mégliche Maximum. Wieviel von diesem 
Sauerstoffverbrauch der Phenoloxydase zugeschrieben werden muB, wissen 
wir nicht. 
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A. Szent-Gy6érgyi u. K. Vietorisz: 


Im folgenden Versuch wurden die Kartoffeln in einer Dicke von 0,5 om 
geschalt, die Abfalle durch eine Fleischhackmaschine getrieben, das Gewele 
zu einem groben, aus gréBeren und kleineren Partikeln bestehenden Bre; 
zerkleinert. Eine kleinere Menge des Breies wurde rasch auf der Torsions 
waage gewogen, dann in den Respirometer eingetragen und hier in 2 ccm 
Phosphat (py 5,4) suspendiert, in dem 0,5°, neutralisierte Hexuronsiitire 
aufgelést wurde. Weiter wurde wie oben verfahren. Die Ablesungen waren 
fiir 761 mg Brei die folgenden: 195, 122, 122, 130 cem O,. Fiir 741 mg Brei 
161, 108, 105, 111 cem O,. Die Sauerstoffaufnahme wurde also durch das 
Zerkleinern, d. h. die mechanische Schidigung, auf das 15fache gesteigert 
Etwa ein Jahr spaiter wurden dieselben Versuche wiederholt. Die Respiration 
der Schnitte war ein Drittel der friiher gefundenen Werte. Aber durch 
die Zerkleinerung wurde auch in diesem Falle in Gegenwart von Hexuron 
siure die Respiration auf das l5fache gesteigert. Hexuronsiiure allei: 
gibt keine Sauerstoffaufnahme. Wird das Gewebe gemahlen, aber ohn 
Hexuronsiure in den Respirometer eingetragen, so findet man zu Begin 
eine sehr geringe Steigerung und dann ein Sinken der Sauerstoffaufnahme 
Die Oxydation des Phenols hat bereits in den ersten Minuten stattgefunden, 
die der Beobachtung entgangen waren. Dieser negative Befund beweist 
auch, daB die Oxydationssteigerung nach der mechanischen Schidigung 
tatsiichlich auf die Reaktion zwischen Phenol und Phenoloxydase zuriick 
gefiihrt werden muB. 


Es wurde also gezeigt, dab durch die mechanische Schadigung 
die Aktivitat der Phenoloxydase gegeniiber dem anwesenden Phenol 
mindestens um das 15fache gesteigert wurde. Wahrscheinlich ist die 
Steigerung, die die mechanische Schadigung bedingt, noch bedeutend 
gréBer, da durch die grobe Fleischhackmaschine nur ein ‘Teil der Zellen 
beschadigt wurde, andererseits vielleicht auch nicht die gesamte normale 
Atmung itiber die Phenoloxydase vonstatten geht und bereits die als 
normales Gewebe verwendeten Schnitte nicht unbeschadigt waren 


Will man nicht die gezwungene Annahme machen, daB durch 
das Zerkleinern Hemmungskérper vernichtet oder Aktivatoren frei- 
gesetzt wurden, so muB8 man annehmen, daB im intakten Gewelx 
das Ferment, die Phenoloxydase und ihr Substrat, das Phenol, von- 
einander riumlich getrennt vorhanden waren. 


Es gibt einem manches zu denken, was es bedeutet, daB in den 
Kartoffeln (und wahrscheinlich auch in anderen Phenoloxydasepflanzen 
ein Ferment mit seinem Substrat anwesend ist, ein System, das dir 
respiratorischen Bediirfnisse der Pflanze sehr weitgehend iibertrifft, 
das in der intakten Pflanze in inaktivem Zustande gehalten wird 
und bereits bei mechanischer Beschidigung unmittelbar frei wird 
Wenn die Phenoloxydase tiberhaupt an der normalen Respiration 
teilnimmt, wurde durch diese nur ein sehr geringer Bruchteil ihrer 
Aktivitét ausgenutzt. Es liegt nahe, daran zu denken, daB dieses 
System vielleicht gar nicht mit der Respiration verbunden ist, sondern 
eine ganz andere Bedeutung hat. Es ware eine naheliegende Annahme 
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daB die Oxydase mit ihrem Phenol im Dienste der natiirlichen ILmmunitat 
stiinde. Man kénnte sich vorstellen, daB dieses System erst in Aktivitat 
tritt, wenn durch Bakterien oder sonst wie die Zellen beschadigt werden. 
Chinone haben eine hohe bakterizide Kraft. Andererseits aber kénnte 
man sich auch vorstellen, daB durch das Chinon die EiweiBstoffe ge- 
gerbt werden und hiermit einen mechanischen Schutz geben und 
vielleicht auch fiir Bakterienwucherung ungeeignet werden. Es sei aber 
bemerkt, da8 es uns nicht gelang, die direkte bakterizide Wirkung der 
Chinone der beschaidigten Kartoffeln nachzuweisen. 

Die vorstehenden Bemerkungen zugrunde liegenden Versuche wurden 
zum Teil in Cambridge (Biochemisches Laboratorium), zum Teil an der Majo- 
klinik zu Rochester Minn. (Chemische Abteilung und Abteilung fiir Stoff- 


wechselkrankheiten) und zum Teil in Szeged (hier mit Unterstiitzung 
der Ella Sachs Plotz Foundation) ausgefiihrt. 
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Uber die Wirkung 
von Phenylhydrazin und von Phenylhydroxylamin 
auf die Atmung roter Blutzellen. 


Von 
Otto Warburg, Fritz Kubowitz und Walter Christian. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie. Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 23. Februar 1951.) 


|. Setzt man zu einer Suspension roter Kaninchen-Blutzellen 
Phenylhydrazin, so schlagt die rote Farbe in Braun um. Wascht man 
die Reaktionsprodukte auf der Zentrifuge fort, suspendiert die Zellen 
in blutisotonem Kochsalz-Phosphat oder Ringer-Bicarbonat und fiigt 
Glucose hinzu, so findet man die Atmung 10- bis 12mal so groB als in 
den Ausgangszellen. Bei der neu entstandenen Atmung versch windet 
Zucker und entsteht Kohlensaure. 

Es liegt nahe, zu denken, daf hier dieselbe Reaktion! vorliegt. 
wie in den braunen Amylnitrit-Blutzellen. Dann miiBten die braunen 
Phenylhydrazin-Zellen, wie die braunen Amylnitrit-Zellen, wenn si 
in Luft Zucker verbrennen, wieder hellrot werden, ihre Sauerstoff 
kapazitat miBte an der Luft wieder auf den Ausgangswert steigen 
Doch bleiben die braunen Phenylhydrazinzellen, wahrend sie in Luft 
Zucker verbrennen, braun. 

Hamolysiert man die braunen Phenylhydrazinzellen, nachdem si 
einige Zeit bei 38° gehalten worden sind, mit Wasser, so entsteht ein 
dichter weiBer Niederschlag, der denaturiertes Globin ist. Zentrifugier' 
man das Globin ab, so steht iiber ihm eine braune Fliissigkeit, die bei 
Reduktion mit Hydrosulfit in Kohlenoxyd so viel Kohlenoxyd aut- 
nimmt, als an Sauerstoffkapazitat fehlt, d.h., die Fliissigkeit enthalt 
die dem Kapazitatsausfall aquivalente Menge Hamin. Dies erklar' 

10. Warburg, Fritz Kubowitz u. Walter Christian, diese Zeitschr. 227, 
245, 1930. 
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warum die Zellen wahrend ihrer Atmung in Luft nicht rot werden. 
Wird Hamin in der Atmung reduziert, so wird es durch den Luft- 
sauerstoff zu Hamin reoxydiert, es kann Sauerstoff nicht reversibel 
binden. 


Die Sauerstoffkapazitat der braunen Phenylhydrazinzellen nimmt 
(bei 38°, beim Schiitteln mit Luft) ab, wenn die Zellen keinen Zucker 
enthalten. Die Sauerstoffkapazitét bleibt bei Gegenwart von Zucker 
konstant. Im ersten Falle, nicht aber im zweiten, erscheint der 
Methaémoglobinstreifen. Diese Tatsachen erkliren den Mechanismus 
der Katalyse. Wie von auSen zugefiigte Haimine’, so oxydiert das 
intracellular durch Phenylhydrazin erzeugte Himin Hamoglobin zu 
Methémoglobin. Das dreiwertige Eisen des Methimoglobins oxy- 
diert den Zucker, der Luftsauerstoff oxydiert das zweiwertige Eisen des 
Hamins, und so fort. 


Die nach Morawitz? durch Phenylhydrazin im lebenden ‘Tier er- 
zeugten stark atmenden Zellen sind nicht braun, sondern hellrot, sie 
enthalten keine meBbaren Mengen an freiem Hiamin, aber, wie die 
in vitro erzeugten Phenylhydrazinzellen, freies denaturiertes Globin, 
das bei der Haimolyse mit Wasser ausfallt. Das fehlende Hamin ist 
offenbar zum gréBten Teil aus diesen Zellen herausdiffundiert oder 
in ihnen zerstért worden. Das Vorkommen des freien Globins in den 
Morawitzschen Zellen zeigt, daB auch diese Zellen von Phenylhydrazin 
getroffen worden sind. Es sind junge Zellen, auf die, vielleicht an 
ihren Bildungsstétten, Phenylhydrazin eingewirkt hat. 


2. Setzt man zu einer Suspension roter Kaninchenblutzellen 
(in 0,9 °,igem NaCl) Phenylhydroxylamin, so werden sie braun. Anders 
als bei der Wirkung des Phenylhydrazins tritt hierbei keine Spaltung 
in Hamin und Globin ein, sondern es entsteht Methamoglobin. Schiittelt 
man die braunen Zellen (nach Waschen in 0,9°,igem NaCl) unter 
Zusatz von Glucose bei 38° mit Luft, so oxydieren sie Zucker und ent- 
wickeln pro Mol verbrauchten Sauerstoffs 0,8 Mole Kohlensaure. 
LaBt man 10ccm Blutzellen (von Blutdichte) mit 4 mg Phenyl- 
hydroxylamin reagieren, so betragt die kiinstliche Atmung das rund 
l5fache der normalen Atmung. Rund 80°, des Hamoglobins ist in 
Methamoglobin verwandelt worden. 


Wahrend die braunen Phenylhydroxylaminzellen an der Luft 
Zucker verbrennen, bleiben sie braun, ihre Sauerstoffkapazitat nimmt 
an der Luft nicht zu. Trotzdem riihrt die Verbrennung des Zuckers 
von einer Reaktion zwischen Methimoglobin und Zucker her. Ersetzt 


1 O. Warbur) u. F. Kubowitz, diese Zeitschr. 227, 184, 1930. 
* Paul Morawitz, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharmac. 60, 298, 190% 
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man namlich die Luft durch Kohlenoxyd, so werden die Zellon 
unter Bildung von Kohlenoxyd-Hamoglobin hellrot, wobei in der Zeit. 
einheit mehr Kohlenoxyd verbraucht wird, als in Luft Sauerstoff. 

Es bleibt noch zu erklaren, warum in den braunen Zellen, wenn ihr 
Eisen von dem Zucker reduziert wird, durch Reaktion mit Sauer. 
stoff nicht Oxyhimoglobin entsteht, sondern immer wieder Methamo- 
globin. Warum bleiben die braunen Zellen, wenn sie an der Luft atmen, 
braun, wahrend sie in Kohlenoxyd unter Bildung von Kohlenoxyd- 
hamoglobin hellrot werden ? 

Halt man die braunen Zellen statt in Luft in Argon bei 38°, so 
werden sie, wahrend der Zucker oxydiert wird, violett, das Methamo- 
globin wird von dem Zucker zu Hamoglobin reduziert. Schiittelt man 
dann die violetten Zellen mit Luft, so werden sie unter Bildung von 
Oxy-Hamoglobin hellrot, das Methimoglobin ist verschwunden, die 
Sauerstoffkapazitat auf den Normalwert gestiegen. Man kann also 
die Normalkapazitét der Phenylhydroxylaminzellen wieder herstellen, 
entweder in Kohlenoxyd oder in Argon, aber nicht in Luft. Sauer- 
stoff, der im Augenblick der Reduktion des Eisens mit dem zwei- 
wertigen Eisen zusammentrifft, reoxydiert das zweiwertige Eisen zu 
dreiwertigem Eisen. 

Hier hat man einen Fall, in dem das Methimoglobin als wahrer 
Katalysator Zucker verbrennt (wahrend in den Amylnitritzellen jedes 
einmal reduzierte Eisenatom, indem es Oxyhamoglobin bildet, als Kata- 
lysator ausscheidet). 

Zerstért man die Struktur der braunen Zellen durch Hamolyse 
mit Wasser, so findet man bei Zusatz von Glucose keine Atmung melir 
Setzt man jedoch an Stelle von Glucose die Robisonsche Hexosemono- 
phosphorsaéure (als Na-Salz) zu, so tritt in der braunen Fliissigkeit 
eine Atmung auf, die sogar gr6Ber ist als die Atmung in den intakten 
braunen Zellen bei Zusatz von Glucose. Ist die Konzentration der 
Robisonschen Saure 0,03 molar, so wird in Kohlenoxyd pro Minute 
rund 10°, des Methamoglobins reduziert. Hamolysiertes, vollstandig 
braunes Blut von Blutdichte absorbiert dabei in 30 Minuten eine seinem 
Eisengehalt entsprechende Menge CO (rund 150cmm CO pro Kubik- 
zentimeter Blut). 
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Darstellung und Eigenschaften wisseriger Carotinlésungen. 


(Vorliufige Mitteilung.) 


Von 
A. Fodor und R. Schoenfeld. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Kolloidchemie Hebrew University 
Jerusalem. ) 


(Eingegangen am 1. Marz 1931.) 


Seit langerer Zeit mit Versuchen tiber Pflanzenatmung beschaftigt, 
sahen wir uns gelegentlich der Studien geeigneter Wasserstoffakzeptoren 
vor die Notwendigkeit gestellt, wasserige Lésungen von Carotin dar- 
zustellen, zumal japanische Forscher! die Akzeptorfunktionen des 
Cytochroms bei der Hefe nachgewiesen haben und fiir das Curotin 
analoge Eigenschaften zu erwarten waren. Zu diesem Zweck stellten 
wir nach der Methode von Willstdtter und Escher aus etwa 200 kg 
Karotten Carotin dar; wir erhielten aus dem Rohprodukt durch Aus- 
fillung der Chloroformlésung mit Alkohol und nochmalige Umkristal- 
lisation aus Petrolither etwa 0,85 g Reinprodukt von F = 185° und 
weitere 0,5 g von etwas niedrigerem Schmelzpunkt. 

Um eine kolloide Lésung des reinen Carotins in Wasser zu erhalten, 
lést man es in einem organischen Lésungsmittel, wie Aceton, Alko- 
hole usw. (wir bevorzugten Aceton) und gieBt die Lésung in iiber- 
schiissiges kaltes Wasser. Das Lésungsmittel wird sodann im Vakuum 
unter Wasserstoffdurchleitung verdampft und die riickstindige tief- 
orange gefarbte, opaleszente kolloide Carotinlésung in evakuierten 
GefaBen aufbewahrt. 

So erhielten wir aus 0,02 g in 8 ccm Aceton geléstem Reinprodukt 
(F = 185°) durch EingieBen in 20 ccm Wasser und Entfernung des 
Acetons, wie oben angegeben, eine kolloide Carotinlésung, die den 
ganzen blauen Teil des Spektrums ungefahr bis zur Linie 540 umfaBt 
(Okularspektroskop der Firma Zeiss; genaue Angaben behalten wir uns 
vor, bis Photogramme vorliegen werden). Bei Einleitung von Sauerstoff- 
gas in eine solche Lésung blaBt sie bald ab, die Farbe wird schwach 
zitronengelb, und der Schatten fallt rasch auf Teilstrich 520 bis 510 
herab. Bei langerem Einleiten verschiebt sich der Schatten nicht 


' K. Shibata und H. Tamiya, Acta phyto. chim., Tokyo, 5, 1, 1930. 
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mehr tiefer herab, sondern wird allmahlich immer blasser, unter 
Bewahrung seiner Héhe im Gesichtsfeld. Ahnliche Effekte erzielt m1 
auch beim Stehen an der Luft, wenn auch nach langerer Zeit. 

Es ist noch hervorzuheben, daB beim Oxydieren einer kolloiden 
Carotinlésung aus der entstandenen gelben Lésung eine Fallung erst 
nach langerer Zeit zum Vorschein kommt, wahrend das durch Oxydation 
gewonnene Trockenprodukt aus trockenem Carotin in organischen 
Lésungsmitteln und selbstverstandlich auch in Wasser sehr schwer 
léslich ist. Zu Lésungen des oxydierten Carotins gelangt man somit 
ausschlieBlich iiber das wasserige kolloide Carotin, eine fiir Atmungs. 
versuche wichtige Tatsache, da, soviel wir in dieser vorliufigen Mit- 
teilung bereits aussagen kénnen, das oxydierte Carotin sich als Wasser. 
stoffakzeptor erwiesen hat. So hemmt dieses Produkt die Reduktion 
von Methylenblau in Thunberg-Réhrchen durch lebende Backerhefe 
bereits in kleinen Mengen ganz auffallend, entzieht also dem Farbstoff 
den zur Reduktion nétigen Wasserstoff. Fiigt man zu einer solchen 
Hefesuspension Kaliumcyanid, so tritt eine Beschleunigung der Me. 
thylenblaureduktion auf, weil, wie die genannten japanischen Forscher 
fanden, das Cytochrom zerstért wird. Zugabe von oxydiertem Carotin 
zu dieser ,,vergifteten“ Lésung bewirkt wieder eine starke Hemmung 
der Methylenblaureduktion, die allerdings geringer ist als in Abwesenheit 
von KCN. 

Wir konnten uns ferner wiederholt iiberzeugen, daB oxydiertes 
Carotin in Pulverform mit Phosphatpuffer verrieben, eine Suspension 
ergibt, die kein nachweisbares Spektrum zeigt, daB aber nach Hinzu- 
fiigung eines Erbsendehydrasepraparates und nach langerem Verreiben 
des Gemisches in einer Reibschale, der oben geschilderte tiefe Schatten 
im Spektralokular bis Linie 540 auftritt. Offenbar wurde im Gemisch 
ein Teil des oxydierten Carotins kolloid suspendiert und hernach durch 
die Dehydrase in Carotin verwandelt. Beim Hinzufiigen von Formiat 
zu diesen Gemischen (px = 6) wird mehr CO, im Barcroft-Apparat 
entbunden als ohne das Oxycarotinpriéparat, und zwar unter ver- 
minderter Sauerstoffabsorption. Alle diese Versuche sind Beweise 
dafiir, daB das Carotin bzw. das Oxycarotin in seiner kolloiden 
Verteilung als Wasserstoffakzeptor in Funktion tritt. Die Bedeutung 
dieses Umstandes fiir die Atmungsvorgange bedarf keiner Betonung. 

SchlieBlich sei noch erwahnt, daB das kolloide Carotin ein negativ 
geladenes Kolloid darstellt, da die Lésung durch verdiinnte Salzsiure 
leicht ausgeflockt wird, ebenso mit konzentrierten Neutralsalzen. 
Die kolloide Lésung zeigt ein prachtvolles ultramikroskopisches Bild 
mit lebhafter Brownscher Bewegung und selbstverstindlicher Weise 
auch ein schénes 7'yndall-Phinomen. 
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Wirkung der Blausiaure 
auf die katalytische Wirkung des Mangans. 


Von 
Otto Warburg, Berlin-Dahlem. 


(Eingegangen am 11. Marz 1931.) 


Eine Lésung von Cystein in m Boratpuffer (pu 9,5) oxydiert sich 
an der Luft bei Zusatz kleiner Mengen Mangansalz. Die 200 fache 
Menge KCN hemmt die katalytische Wirkung des Mangans nicht 
merklich, wahrend die katalytische Wirkung des Eisens unter sonst 
gleichen Bedingungen sehr stark gehemmt wird. Z. B. findet man 
bei der manometrischen Versuchsanordnung?: 


20°. Gasraum Luft. 


I {I If IV 





2cem Borat Wie I Wie I Wie I 
+ 7800 . 10-8 Mole Wie I Wie I Wie I 
Cystein 
+1.10-8 Mole Fe) +1.10-8Mole Fe | +1.10-®MoleMn + 1.10-8 Mole Mn 





(als FeSQ,) (als FeSO,) | (als MnS0O,) (als MnSOQ,) 
- | + 200. 10-8 Mole KCN _ + 200.10-8 Mole KCN 
||emm O, verbraucht| cemm 0, verbraucht |cmm 0, verbraucht cmm Op, verbraucht 











— ee —_{$=_——_ = — ————— — = = 
20’ | 33 | 6 21 23 
40 | 67 12 49 46 


So kann man mit Hilfe von Blausaure entscheiden, ob eine Katalyse, 
die man findet, eine Eisen- oder eine Mangankatalyse ist. Weniger 
einfach als der qualitative Nachweis des Mangans ist die quantitative 
Bestimmung des Mangans, weil in Gemischen von Eisen und Mangan 
— bei Gegenwart von Blausiure — die Katalyse gréBer ist als die 
Summe der Einzelkatalysen. Ein groBer Uberschu8 an KCN hemmt 
auch die Mangankatalyse. Doch findet man selbst bei 20000fachem 
Uberschu8 an KCN noch katalytische Wirkungen des Mangans. 

Diese Notiz sol] erlautern, was in einer vorhergehenden Mitteilung? 
iber die Wirkung der Blausiure auf die Mangankatalyse des Cysteins 
gesagt worden ist. 


1 O. Warburg, diese Zeitschr. 187, 255, 1927. 
2 Derselbe, ebendaselbst 281, 493, 1931. 
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Bemerkung zu der Arbeit von 0. Gerngrob, K. Herrmann 
und W. Abitz, Uber den Feinbau des Gelatinemicells. 


Von 


0. GerngroB, Berlin, und J. R. Katz, Amsterdam. 


Um Mi8verstandnisse zu vermeiden, die sich aus einer Stelle der oben- 
genannten Arbeit’ ergeben kénnten, méchten wir darauf hinweisen, daB die 
in den Jahren 1924 bis 1928 von uns gemeinsam ver6ffentlichten Arbeiten 
iiber den Feinbau der Gelatine und des Kollagens durch gleichen Anteil 
der beiden Verfasser zustande kamen. 


1 Diese Zeitschr. 228, 411—412, 1930. 


Berichtigung 


zu E. Simon und C. Neuberg, diese Zeitschr. 282. 479, 1931. 


‘. 483. Zeile 5 von unten lies statt 0,968° sige Methylgivoxal-lésung 

= 0,0385g Methylglyoxal: 0 896° ,ige Methylglyoxal-lésung 
0,0358 g Methylglyoxal. 

s. 483, letzte Zeile lies statt 0,0384g¢ Methylglyoxal: 0,0354 ¢ Methy! 
glyoxal. 

‘. 484, Zeile 24 lies statt 1.03° o9ige Methylglyoxal-lésung = 0,0209 2 
Methylglyoxal: 0.967° 5 ,ige Methylglyoxal-lésung = 0,0290 ¢ 
Methylglyoxal. 

‘. 484. Zeile 26 lies statt 0.0308 g Methylglyoxal: 0,0283g¢ Methy!- 
glyoxal. 
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Paul Trendelenburg + 


Am 4. Februar dieses Jahres ist Paul Trendelenburg, 
Professor der Pharmakologie an der Berliner Universitat, einem 
schweren Leiden erlegen. Sein Hinscheiden bedeutet auch 
fiir die Biochemie einen herben Verlust. Erwahnt seien hier 
nur von seinen wertvollen Arbeiten die Untersuchungen iiber 
den Phosphor-stoffwechsel, iiber die Zerlegung des Hexa- 
methylentetramins im Tierkérper, iiber den Nachweis toxischer 
Stoffe im Blute sowie besonders die wichtigen Studien iiber 
die Pharmakologie der Hormone. Sehr bedeutungsvoll sind 
Trendelenburgs Forschungen iiber die Wirkungsweise des 
Adrenalins und iiber die hormonalen Hypophysensubstanzen. 
Gerade die Ergebnisse der letzten Jahre lehren ja, wie un- 
entbehrlich fiir die Chemie die Zusammenarbeit mit der 
Pharmakologie ist. Nur an der Hand des ,,Test‘‘ kann der 
Chemiker in vielen Fallen seinen Weg bei der Ergriindung der 
biochemisch wichtigen Substanzen gehen. 

Paul Trendelenburgs Verdienste werden unvergessen 
bleiben. 


M. J. 
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Ist Avitaminosis B, eine Intoxikation mit Methylglyoxal? 


Von 
P. Vogt-Mé#ller. 


(Aus der medizinischen Abteilung B des Krankenhauses fiir die Stadt und 
den Kreis Odense (Dinemark). 


(Kurze, vorliufige Mitteilung.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1931.) 


Die komplexe Natur des wasserléslichen Vitamin B, namlich seine 
Spaltung in die Komponenten 8B, (antineuritisches und wachstum- 
bedingendes Vitamin) und B, = P. P.-Faktor (wachstumbedingendes 
und pellagraverhinderndes Vitamin), ist nun eine Tatsache; méglicher- 
weise gehéren zu dem B-Vitaminkomplex noch mehr Komponenten, 
aber dariiber herrscht noch keine Klarheit. Das Vitamin B, steht 
allem Anschein nach in naher Beziehung zum Kohlenhydratstoffwechsel 
und dadurch méglicherweise auch zum Proteinstoffwechsel. Uber 
die Bedeutung des Vitamin B, fiir den Fettstoffwechsel kann bisher 
nur gesagt werden, da diese gering ist; die Bedeutung des Vitamin B, 
fiir den Stoffwechsel ist noch so gut wie unbekannt. 

Mehrere Forscher haben sich im Laufe der Jahre zugunsten der 
toxischen Pathogenese der Beriberi ausgesprochen, aber keiner hat 
mit Sicherheit die Art der toxischen Substanz angegeben; man war 
nur der Meinung, sie entstehe beim Kohlenhydratstoffwechsel, wenn 
das Vitamin B, fehle; eine zuletzt aufgestellte Hypothese — Peters (1) 
setzte die Avitaminosis B, in Verbindung mit einem gesteigerten Milch- 
sduregehalt des Organismus, besonders des Gehirns. 

Es liegt meines Wissens in der medizinischen Literatur noch keine 
Arbeit vor, die die Beriberi mit einer Intoxikation durch Methylglyoxal 
in Verbindung setzt. 

Das Methylglyoxal ist, wie von M. Vogt (2) bewiesen worden ist, 
bei der tierischen Glykolyse ein Durchgangsglied beim Abbau der 
Kohlenhydrate, indem zum SchluB der Ketonaldehyd zu Milchsiure 
dismutiert wird. 
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Methylglyoxal ist friiher als ein nicht toxischer Stoff von Dakin 
und Dudley (3) angesehen worden, doch hat sich dies als unrichtig 
herausgestellt ; es ist toxisch, wie Sjollema und Seekles (4), Fischler (5), 
Kermack, Lambie und Slater (6) und Herring und Hynd (7) nach- 
gewiesen haben. 

Normalerweise kann Methylglyoxal im Organismus nicht auf- 
gefunden werden ; denn es wird von der Ketonaldehydmutase dismutiert, 
wenn das Coferment (Comutase) zugegen ist. Von Newberg und Kobel 
ist (8) (9) (10) fiir Hefenfermentsysteme und von Vogt (2) fiir Leber- 
fermentsysteme (und solche anderer Organe) klargelegt worden, dab 
Methylglyoxal nicht dismutiert wird, wenn das Coferment fehlt; unter 
diesen Verhaltnissen ist das Methylglyoxal als solches stabil, es wird 
erst dismutiert, wenn das Coferment dem Enzymsystem zugefiihrt wird. 

Indem ich zu Saurebestimmungen eine von Newberg (11) bzw. 
von Dakin und Dudley (12) angegebene Methodik verwendete und zur 
Isolierung des Methylglyoxals die von Vogt (2) angegebene Technik 
befolgte, gelang es mir — mit Mausen als Versuchstieren — nach- 
zuweisen, daB man bei ausgehungerten Tieren ebensowenig wie bei 
normalen Tieren Methylglyoxal in Leberfermentsystemen + Hexose- 
phosphat nachweisen kann, daB jedoch dieser Stoff gefaBt werden 
kann im Leberauszug + Hexosephosphat von Tieren, denen Vitamin B, 
entzogen wird, d.h. bei Tieren, die im iibrigen vollstandige Kost er- 
hielten, in der die Vitamine A + D (Lebertran), B, (autoklavisierte 
Hefe) und E (Weizenkeimél) vorhanden waren; es ist mir gelungen 
nachzuweisen, daB Verabreichung von Vitamin B, (Tikitikiextrakt 
und Peters’ Konzentrat) an die Versuchstiere augenscheinlich diese 
Schwierigkeit der Dismutation von Methylglyoxal zu Milchséure 
behebt. AuBerdem ist es mir gelungen, in Leberfermentsystemen von 
Tieren, die an Avitaminosis B, litten, nachzuweisen, daB Methylglyoxal 
(und Phenylglyoxal) nur in geringem Grade in Milchsiure (Mandel- 
siure) verwandelt wurde, wahrend man in Leberfermentsystemen mit 
Zusatz von Methylglyoxal, die von normalen (und ausgehungerten) 
Tieren stammten, nach 24stiindigem Stehen ein Vorhandensein von 
Methylglyoxal nicht nachzuweisen vermochte. Allem Anschein nach 
ist das Ferment im Lebergewebe von Tieren vorhanden, die an Avita- 
minosis B, leiden, wahrend es scheint, daB das Coferment fehlt; 
denn gekochter, wasseriger Auszug von Lebern normaler Tiere mit 
Zusatz des Fermentsystems, das von Tieren stammt, die an Avita- 
minosis B, leiden, fiihrt die Dismutation herbei, ein Beweis, der jedoch 
in Beziehung zu Vogts (2) Untersuchungen nicht vollstandig ist, da 
auch ,,Kochsafte“ in maBigem Grade die Fahigkeit haben, Methy]- 
glyoxal anzugreifen, um so mehr, als die Versuche mit dem von Hefe 
stammenden Coferment keine ganz eindeutigen Resultate ergaben 
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(vgl. hier Findlays (13) Resultate); ob Ferment oder — was walir- 
scheinlicher ist — das Coferment fehlt, kann daher noch nicht mit 
Sicherheit entschieden werden; vielleicht liegt eine Konzentrations. 
verschiebung des Ferment-Cofermentverhaltnisses in den Organen der 
beriberikranken Tiere vor. 

Die Tatsache, daB die Méglichkeit einer Ansammlung von Meth y!- 
glyoxal bei Tieren, die an Avitaminosis B, leiden, besteht, ist um so 
interessanter, als die Symptome der Methylglydxalvergiftung in manchie1 
Beziehung an die experimentelle ausgesprochene Beriberi erinnern. 

Das ganze experimentelle Material, das die Grundlage diese: 
vorlaufigen Mitteilung bildet, wird bald veréffentlicht werden. 


Zusammenfassung, 


Es wird die Hypothese aufgestellt, dab die Symptome bei der 
Avitaminosis B, ganz oder teilweise durch eine Intoxikation mit Methy]- 
glyoxal verursacht sind, die durch das Ausbleiben der Dismutation 
von Methylglyoxal bei der genannten Avitaminose entstanden ist. 


Literatur. 


1) R. A. Peters, Journ. State Med. 38, 63, 1930. — 2) M. Vogt, diese 
Zeitschr. 211, 17, 1929. — 3) H. D. Dakin und H.W. Dudley, Journ. oi 
biol. Chem. 15, 127, 1913. — 4) B. Sjollema u. L. Seekles, diese Zeitscli 
176, 431, 1926. — 5) F. Fischler, Zeitschr. f. physiol. Chem. 165, 68, 1927. 
6) W.O. Kermack, C.G. Lambie u. R.H. Slater, Biochem. Journ. 21, 40, 
1927. — 7) P. T. Herring u. A. Hynd, Journ. of Physiol. 66, 267, 19238. 
8) C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 203, 463, 1928. — 9) Dieselben, 
ebendaselbst 207, 232, 1929. — 10) Dieselben, ebendaselbst 210, 466, 1929. 
11) C. Newberg, ebendaselbst 49, 502, 1913; 51, 484, 1913. 12) H.D 
Dakin u. H. W. Dudley, Journ. of biol. Chem. 14, 155, 423, 1913; 15, 463, 
1913. 13) G. M. Findlay, Biochem. Journ. 15, 104, 1921. 
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Die quantitativen Verhiltnisse 
bei der Bildung und Umwandlung von Methylglyoxal durch 
Kaltbliiter-muskulatur. 


Von 
Ernst Sym (Warschau). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 4. Januar 1931.) 


Die Untersuchungen der letzten Jahre tiber den Kohlenhydrat- 
stoffwechsel haben gelehrt, daB aus Hexose-di-phosphorsdure-ester, 
der als wichtiges biologisches Substrat zu betrachten ist, bedeutende 
Mengen Methylglyoxal hervorgehen und daB dieser Ketonaldehyd im 
Mittelpunkt der Zuckerabbau-reaktionen steht. 

Bei Pilzen und Bakterien war es méglich, eine praktisch 100° ige 
Ausbeute an Methylglyoxal zu erreichen. 

Dieser Ertrag ergibt sich, wenn man die Menge des unangegriffenen 
Ausgangsmaterials, ferner die infolge seiner partiellen Hydrolyse auf- 
tretende Hexose-mono-phosphorséure und den durch komplette De- 
phosphorylierung virtuell abgespaltenen Zucker in Betracht zieht. 

Die Methodik, mit der die Ansammlung des Methylglyoxals méglich 
ist, beruht darauf, daB man durch Ausschaltung oder Schwachung 
des ,,Coferments** die enzymatische Weiterverarbeitung des normaliter 
nur als Zwischenstufe erzeugten Ketonaldehyds weitgehend behindert. 

Weniger giinstige Resultate in bezug auf quantitativen Verlauf 
wurden mit normalen Organen hoherer Pflanzen und Tiere erzielt. 
Tumoren und embryonales Gewebe sowie rote und weibe Blutkérperchen 
liefern allerdings ahnlich hohe Ausbeuten wie die erwahnten einzelligen 
Mikroorganismen; mit Muskulatur der Saéugetiere hat M. Vogt! jedoch 
nur eine Ausbeute von 27,5°, Methylglyoxal verzeichnet. 

Zunachst ging ich von der Annahme aus, daB Kaltbliiter-muskulatur 
wegen einer méglicherweise gréBeren Widerstandskraft ihres enzymati- 
schen Apparats bessere Chancen bieten und die Anhaéufung gréBerer 
Quantitaiten von Methylglyoxal zulassen wiirde. Diese Vermutung 


1 M. Vogt, diese Zeitschr. 211, 17, 1929. Vgl. auch die neuen und 
wichtigen Ergebnisse von H. K. Barrenscheen, K. Braun u. M. Dreguss, 
diese Zeitschr. 281, 163, 1931 ; 282, 165, 1931. 
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252 E. Sym: 


hat sich nicht erfiillt, indem die Ertrage, bei der erwahnten Be- 
rechnungsart durchschnittlich 27°, praktisch die gleichen zu sein 
schienen wie bei Muskulatur, Niere und Leber von Schwein und 
Kaninchen. Das Defizit, das sich somit ergibt, konnte nun aber in 
sehr befriedigender Weise dadurch aufgeklart werden, daB ich die 
quantitative Bestimmung der bisher auBer Ansatz gebliebenen, durch 
Dismutation gebildeten Milchsiéure vornahm. Dabei zeigte sich, daf 
eine relativ reichliche Entstehung der genannten Oxysaure nachweisbar 
ist. Wie dies besagt, ist die Alteration des enzymatischen Apparats 
nicht so vollstindig, daB nicht ein immerhin zu _ beriicksichtigender 
Teil des intermediar erzeugten Ketonaldehyds noch der Stabilisierung 
zu Lactat anheimfallt. Bei den Versuchen mit Hefen- und Bakterien- 
praparaten ist, wie sich aus den Bilanzen ergibt, diese Dismutation 
von geringem Umfang, wenn es gelingt, die Glykolase in einer méglichst 
cofermentfreien Apozymase zur Wirkung zu bringen. Das ist allem 
Anschein nach bei Muskulatur nicht in gleichem Umfang gegliickt, 
und hinzu kommt folgender Umstand: MiBt man das Dismutations- 
vermégen des verwendeten Muskel-priparats (eines Alkohol-Ather- 
praparats), so ist sein Dismutationsvermégen gegeniiber zugefiigtem 
synthetischen Methylglyoxal zwar verringert, aber nicht erloschen. 
Nascierendes Methylglyoxal, das méglicherweise eine zur Umwandlung 
in Milchsiure geeignetere Modifikation darstellt!, unterliegt woh! 
leichter der erwahnten Uberfiihrung in Milchséure. Bestimmt man 
deren Menge gemaB einer von C. Newberg und EL. Simon? angegebenen 
Arbeitsweise, so findet man, daB trotz der vorgenommenen Ab- 
schwachung des Coferments noch Oxysaure entsteht und daB ihre Menge 
vollkommen den Fehlbetrag deckt, der zwischen der Menge des tat- 
sichlich isolierten Methylglyoxals und der Menge des maximal zur 
Verfiigung stehenden freien Zuckers errechnet wird. 

‘Bilanzversuche sind mit der Muskulatur vom Hecht durchgefiihrt 
worden, und zwar mit daraus bereiteten Alkohol-Ather-Trockenpriipa- 
raten. Qualitativ wurde Methylglyoxal-bildung auch durch ein analog 
erhaltenes Aceton-prdparat nachgewiesen. 


1. Herstellung des Trocken-priparates. 


Die sofort nach der Tétung abpraparierte Muskulatur von zwei Hechten 
wurde in einer ausgekochten Fleischhackmaschine fein zerkleinert und dann 
gewogen. Das Gewicht der Muskulatur der beiden Hechte betrug 903 ¢. 
Diese Menge wurde in zwei angenahert gleichen Portionen in einer groben 
Reibschale unter Zusatz von je 3 Litern eines Gemisches Alkohol + Ather 


1 CO. Neuberg. Zuckerumsatz der Zelle, Oppenheimers Handb. d. Bio 
chem., 2. Aufl., 2, 460, 1924; OC. Newberg u. E. Simon, diese Zeitschr. 15%. 


228, 1927. 
2 (. Neuberg u. E. Simon, ebendaselbst 186, 335, 1927; 282, 479, 1931. 
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(3: 1) 5 Minuten lang stark verriihrt. Jedesmal wurde die Hauptmenge 
der uber den schnell sich absetzenden Partikeln stehenden Fliissigkeit 
abgegossen. Nach nochmaligem Verreiben des abgesaugten Riickstandes 
mit der gleichen Menge des Alkohol-Ather-gemisches wurde das Praparat 
auf der Nutsche mit 1,5 Liter absolutem Ather nachgewaschen und 3 Tage 
im Vakuum-exsikkator iiber Chlorcalcium, Phosphorpentoxyd nebst 
Paraffin getrocknet. Ausbeute 172 g Trocken-praparat. 


2. Versuche mit variierten Ferment- und Substrat-mengen. 


Zwecks Ermittlung der fiir eine Bilanz giinstigen Verhaltnisse zwischen 
den an der Reaktion teilnehmenden Bestandteilen wurde der Einflu8 der 
Konzentrat‘on des verwendeten hexose-di-phosphorsauren Magnesiums 
sowie der Menge Trocken-praparat auf die Entstehung von Methylglyoxal 
qualitativ untersucht. 

Volumen der Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Magnesium stets 
30 cem; Toluol 0,5 cem. 

Methylglyoxal bestimmung in 10 cem der Lésung (nach EnteiweiBung 
durch Trichloressigséure) mittels 2, 4-Dinitro-phenylhydrazin-chlorhydrat. 
Die entstandenen Quantitéten Di-hydrazon werden (vergleichend) mit + 
bezeichnet. 

I. 1%ige Magnesiumsalz-lésung. 








Menge des Hecht- Bis-hydrazon-niederschlag nach 
muskel-priiparats —o 
g 24 Std. 72 Std. 96 Std. 
0,05 + ++ +++ 
O.1 + ++ + 
0,2 Spur Spur Spur 
0,5 0 0 0 
1,0 0 0 0 
1,5 | 0 0 0 


II. 2%ige Magnesiumsalz-lésung. 








Menge des Hecht- || Bis-hydrazon-niederschlag nach 
muskel-priparats || ilocos 
g i 24 Std. 72 Std. 96 Std. 
0,1 ++ ++ 44 
02 a + 
0,5 Spur Spur Spur 
1,0 0 0 
1,5 


III. 4%ige Magnesiumsalz-lésung. 





Menge des Hecht- Bis-hydrazon-fillung nach 
muskel-priparate |_—$<£ @@ ———________ 
g 24 Std. 72 Std. 96 Std. 

0,05 ++ tot. |. to4 
0,1 ft ++++ | +++ 
0,2 os ft +++ 
0,5 + + “T + 
1,0 Spur Spur Spur 
1,5 0 0 0 
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IV. Dismutationsversuche. 
30 ccm 0,05°%ige Methylglyoxal-lésung; 0,5 ccm Toluol. 





Menge des Hecht- Bis-hydrazon-faillung nach 
muskel-priparats —— . 





24 Std. 72 Std. 96 Std. 


+o aa aaa 

+4 os + 

Spur Spur 0 
0 0 0 
0 0 0 


Orientierende Versuche mit einem entsprechenden Aceton-Trocke)- 
prdparat von Hechtmuskulatur gaben sehr ahnliche Resultate. 


3. Zusammenstellung der Ansitze. 


I. 620 ccm 3,532 °%ige Lésung von hexose-di-phosphorsaurem Magnesium, 
4g Trockenpraparat, 
20 cem Toluol. 
II. 1240 ccm Wasser, 
8g Trockenpraparat, 
40 cem Toluol. 
III. 155eccem 0,066°,ige Methylglyoxal-lésung, 
1 g Trockenpraparat, 
5cem Toluol. 
IV. 155cem 0,066°%ige Methylglyoxal-lésung, 
5 ,, Toluol. 


Samtliche Ansaétze wurden in Glasstépselflaschen 24 Stunden bei 37° 
belassen. Wahrend dieser Zeit wurden die GefaBe des 6fteren kraftig durch- 
geschiittelt. 


4. pu-Bestimmungen. 


Die pu-Werte wurden in jedem Ansatz sofort nach der Zusammen- 
mischung und dann bei Abbruch der Versuche ermittelt. Zu diesem Zwecke 
wurden 10 cem bzw. 20 cem der Lésungen von Ansatz I und II, des weiteren 
2,5 cem der Ansatze III und IV herauspipettiert und filtriert. 

Die pu-Bestimmungen wurden sowohl mit der Wasserstoff- als auch 
mit der Chinhydron-elektrode ausgefiihrt und praktisch gleich befunden. 





IV 


Pu zu Anfang .. | | 6,67 
pu am Ende... | Y ), 6,67 


Wie man sieht, war bei Ansatz I und III eine maBige Verminderung 
der pu-Werte wahrend der Digestion eingetreten, was mit der Bildung 
von Milchséure (vgl. S. 252) im Zusammenhang stehen diirfte. 

DaB die py-Verschiebung bei Ansatz I gering ist trotz der im Vergleich 
mit Ansatz III stirkeren Milchséureproduktion, beruht auf der Puffer- 
wirkung des in Ansatz I vorhandenen Magnesiumsalzes, die sich zu der ces 
vorhandenen Organmaterials addiert. 
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Da bei Ansatz III die pxy-Differenz am gréBten war, wurde ein Versuch 
ausgefiihrt, um den EinfluB des py auf die Umsetzung zu priifen, die das 
Methylglyoxal durch das Hechtmuskel-praiparat erfahrt. Zur Pufferung 
wurden im Hinblick auf die sich im Hauptversuch ergebenden Bedingungen 
Phosphate angewendet. 

60 cem einer angendhert 0,1°/sigen Methylglyoxal-lésung, 0,5 g Fer- 
ment-praéparat, 20 cem Pufferlésung, 1,0 cem Toluol. 

Die Kontrollfliissigkeit ohne Ferment-praparat hatte ein py = 6,28. 
Reaktionsdauer 24 Stunden; Temperatur 37°. Nach Beendigunge der 
Digestion wurde jede Lésung filtriert. Zu 70 ccm des Filtrats wurden 7 cem 
20°,ige Trichloressigséure gefiigt. Zur Bestimmung wurden 66 ccm des 
enteiweiBten Filtrats benutzt; fiir die Fallung des Bis-hydrazons dienten 
15ceem Di-nitro-phenylhydrazin-lésung (1 g Base in 60 cem 2n HCl). 

Das Di-hydrazon wurde in iiblicher Weise isoliert, getrocknet und 
gewogen. 





Umgesetzte Quantitit Methyl- 
Pu glyoxal in g (berechnet aus der 
isolierten Menge Bis-hydrazon) 


6,50 0,0158 
6,26 0,0100 
5,82 0,0066 


Der pxu-Wert hatte Einflu8 auf den Dismutationsvorgang, man kann 
deshalb den Dismutationswert von Ansatz III mit dem von Ansatz I nicht 
ganz vergleichen, was sich auch als iiberfliissig erwies (vgl. 8. 256). 


5. Aufarbeitung der Ansitze I und II, 


Nach 24stiindiger Aufbewahrung wurde die Fliissigkeit der Ansatze I 
und II aufgeschiittelt; nach dem Sedimentieren wurden 400 ccm bzw. 
600 cem in MeBgefaBe iibergefiihrt. 

Zu diesen 400 cem bzw. 600 cem wurden zwecks EnteiweiBung 40 ccm 
bzw. 60 cem 20°(,ige Trichloressigsiure gegeben; nach griindlicher Durch- 
mischung wurde durch ein trocknes Filter in ein trocknes MeBgefaB filtriert. 

Vom Filtrat des Ansatzes I wurden zweimal je 88 ccm (= 80 ccm 
Urvolumen) zu den Phosphor-bestimmungen und 220 cem (= 200 ccm 
Urvolumen) zu den Methylglyoxal- und Milchséiure-analysen abpipettiert. 

Fiir den Ansatz II waren die entsprechenden Volumina: zweimal je 
176 cem = 160 cem Urvolumen bzw. 220 ccm (= 200 ccm Urvolumen). 

Weiter wurden von den Ansiétzen I und IT zweimal je 100 cem klar 
filtrierter Fliissigkeit ohne ‘Trichloressigsiure-zugabe zur Priifung auf 
Zucker verarbeitet (s. S. 256). 


6. Phosphor-bilanz. 


Von den zu Beginn in 1 cem Versuchslésung I vorhanden gewesenen 
5,700 mg Di-phosphat-Phosphor waren wahrend der angegebenen Versuchs- 
zeit 1,365 mg Phosphor = 24°, verschwunden. Davon waren 0,099 mg P 
infolge partieller De-phosphorylierung als Mono-phosphat zugegen, so da 
der kompletten Hydrolyse von Hexose-di-phosphat pro Kubikzentimeter 
1,365—0,099 = 1,266 mg P bzw. 3,671 mg Hexose entsprachen. 

Die Phosphor-verteilung im Ansatz II hatte sich nicht merklich ge- 
andert. 
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7. Methylglyoxal- und Milchsiure-bestimmungen. 


Zu 220cem des enteiweiBten Filtrats, die 200 ccm Urlésung I ent- 
sprachen, wurden 60ccm der erwahnten 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin- 
hydrochlorid-lésung gegeben. 

Nach zweistiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde der Nieder- 
schlag des Di-hydrazons abzentrifugiert und das klare Zentrifugat ab- 
gegossen. 

(Ein aliquoter Teil des Zentrifugats (75 ccm) diente zu Milchsaure- 
bestimmungen. ) 

Das Di-hydrazon wurde mit 200 cem n HCl, dann mit 300 cem Wasser 
und zuletzt zweimal mit je 100 cem Alkohol gewaschen. 

Aus 200 ccm Urlésung des Ansatzes I wurden 0,9541 g Di-hydrazon 
gewonnen. Die Umrechnung ergibt: 0,994 mg Methylglyoxal-hydrat in 
leem der Urlésung. 

75 cem des in einen 150-cem-MeBkolben abpipettierten Zentrifugats 
wurden mittels NaOH gegen Lackmus neutralisiert und dann mit Wasser 
auf 150 ccm aufgefiillt. Das ausgefallene iiberschiissige Di-nitro-pheny!- 
hydrazin wurde nach einigem Stehen abfiltriert. Von dem erhaltenen 
Filtrat wurden 70 cem wiederum in einen 150-cem-MeBkolben iibergefiihrt. 
Die Fliissigkeit wurde mit 8cem 10%iger CuSO,-Lésung sowie 20 ccm 
Kalkmilch versetzt; dann wurde mit Wasser zur Marke aufgefiillt. Nach 
einer '/, Stunde wurde filtriert und die braunlich gefarbte Fliissigkeit mit 
etwas Tierkohle geschiittelt, die vollkommen entfarbte und eine nunmehr 
ganz klare Fliissigkeit lieferte. In dieser fielen die Reaktion nach Molisch 
sowie die Methylglyoxal-probe mit 2, 4-Di-nitro-phenylhydrazin negativ, 
dagegen die Milchsaéure-reaktion nach Fletcher-Hopkins positiv aus. 

Die quantitative Bestimmung nach dem Oxydations-Titrations- 
verfahren ergab unter Beriicksichtigung der vorgenommenen Verdiinnungen 
ein Milchséurequantum von 2,605 mg pro 1 ccm. 

Analoge Analysen zeigten fiir Ansatz II eine Milchséuremenge von 
nur 0,043 mg in 1 cem an. 

Die aus Hexose-di-phosphat hervorgegangene Milchséuremenge betrug 
also 2,562 mg in | ccm. 

Die entstandene Methylglyoxal-hydrat-menge war 0,994 mg in 1 ccm. 
Die Milchséure- und Methylglyoxal-hydrat-menge betrug 3,556 mg. 

Wie man sieht, entsprach die Summe von gefundener Milchséure und 
gefundenem Methylglyoxal-hydrat dem Quantum der durch Abbau des 
Hexose-di-phosphats disponibel gewordenen Hexose, die 3,671 mg aquivalent 
ist (s. S. 252). 


8. Priifung auf Zucker. 


Nach Beendigung der Versuche wurden Anteile von je 100 ccm der 
Urlésungen I und II mit der sechsfachen Menge absoluten Alkohols gefiillt. 
Hierdurch wurden Magnesiumsalze, Protein usw. niedergeschlagen. Die 
klaren alkoholischen Filtrate wurden im Vakuum eingeengt. In den mit 
Wasser aufgenommenen Riickstaénden war durch die Garp obe kein Zucker 
nachzuweisen. Im Trichloressigsaure-filtrat konnte auch mit der Reduktions- 
probe kein Zucker entdeckt werden. Ubrigens verringerte ein Ge! alt an 
2% ‘Trichloressigsiure das Reduktionsvermégen einer 6%igen Zucker- 
lésung um rund 29%. 
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9. Die Milchsiure-bildung 


aus zugesetztem Methylglyoxal (Ansatz III) konnte auBer Betracht bleiben, 
da im vorliegenden Falle das im Hauptansatz (I) entstandene Lactat direkt 
festgestellt worden ist (s. S. 256). 


Gesamt-bilanz. 
Aus den mitgeteilten analytischen Unterlagen ergibt sich folgendes : 
Rund 25°% des Substrats waren angegriffen worden. Pro Kubik- 
zentimeter der Versuchslésung standen nach der De-phosphorylierung 
3,671 mg Hexose fiir den desmolytischen Abbau zur Verfiigung; davon 
konnten 3,556 mg als Methylglyoxal-hydrat + Milchsiure, insgesamt 
also 96,8°%, tatsichlich identifiziert und quantitativ erfaBt werden. 




















Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung. II. 


Von 
Kyoji Kase. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik der Reichsuniversitat 
zu Tokio.) 
(Eingegangen am 14. Januar 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Der Entstehungsmechanismus des Harnstoffs im Tierkérper ist 
trotz des Alters der Frage immer noch nicht ganz klar. Sicherlich ist die 
Leber die Hauptbildungsstatte. Ch. Richet!, R. Fosse? und N. Rouchel- 
man wiesen experimentell nach, daB bei der Autolyse der Leber 
Harnstoff gebildet wird. Dieser Vorgang ist nach diesen Autoren ein 
fermentativer ProzeB, welcher auch im lebenden Organismus vor sich 
geht. Da das Lebergewebe Arginase enthalt, mag ein Teil des Harn- 
stoffs beim Richetschen Experiment aus der Argininkomponente bei 
der Autolyse vom LebereiweiB gebildet sein. Doch kann man anderer- 
seits nicht ausschlieBen, daB ein Teil des Harnstoffs auf einem anderen 
Wege gebildet wird. 

Nach Goldthorp*® entsteht nimlich Harnstoff, wenn man einem 
Extrakt einer Rinds- oder Schweinsleber bei Phosphatpufferung 
verschiedene Ammonsalze oder die hydrolytischen Produkte des 
Caseins zufiigt, wahrend im Experiment mit Nierenextrakt kein Harn- 
stoff neugebildet werden soll. Artom* konnte auch durch die Einwirkung 
von Nierenbrei auf Glykokoll und Ammonchlorid keinen Harnstoff 
gewinnen. Nach St. J. Przylecki® kann der Harnstoff aus dem Ce- 
misch von PreBsaft aus Leberbrei und Ammoncarbonat entstehen. 
Setzt man dem Leberbrei oder dem Leberextrakt (ohne Leberzellen) 


1 Ch. Richet, C. r. soc. biol. 118, 1125, 1893; 368, 525, 1894. 

2 R. Fosse u. N. Rouchelman, C. r. Acad. Se. 172, 771, 1921. 

3 Harold C. Goldthorp, Proc. of the Soc. f. exp. biol. med. 23, 8, 772 
bis 773, 1926. 

* Camillo Artom, Arch. internat. de physiol. 26, H. 1/4, 389 bis 427,1920:; 
Boll. d. Soc. di biolog. Sperim. 1, 120 bis 123, 1926. 

5 St. J. Przylecki, Ann. intern. de physiol. 25, 45, 1925; Ann. de 
physiol. 8, 519, 1927. 
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Ammoniumsalz zu, so nimmt der Harnstoff bei pa = 6,2 bis 7,2 auf 
Kosten des zugesetzten Ammoniumsalzes zu. Diese Erscheinung 
erklarte er als die Wirkung eines Ferments ,,Ureligase’*. Kawahara! 
setzte dem Pulver aus Hundeleber Ammoniakwasser zu, leitete Kohlen- 
siure durch und lieB dann diese Mischung im Wasserbad bei37° 7 Stunden 
lang stehen. Er wies nach, daB hierbei mehr Harnstoff gebildet 
wurde als ohne Durchleiten von Kohlenséure. Da diese Wirkung 
dem vorher gekochten Wasserextrakt aus Leberpulver verlorengeht, 
behauptete er die Existenz eines Enzyms in der Leber, das den Harnstoff 
aus den Ammonsalzen aufbaut. Dabei hatte er leider die Wasserstoff- 
ionenkonzentration nicht beriicksichtigt. 

Aus Ammoniumbicarbonat bildet sich kein Harnstoff, wenn es 
als wasserige Lésung bei Zimmertemperatur stehenbleibt. Setzt man 
ihm Kohlenpulver zu und 148t es im Brutschrank stehen, dann ist die 
Bildung von Harnstoff ganz deutlich festzustellen (Fichter*). Nach 
Abderhalden und Severian Buadze* bildet der Leberbrei den Harnstoff 
aus Ammoniumbicarbonat nach 4 bis 14 Tagen im Brutschrank, und 
im Gegensatz zu den obengenannten Angaben haben auch die Niere, 
die Milz, der Muskel und das Blut dieselbe Wirkung. Nach der 
Schmiedebergschen Anhydridtheorie ist Ammoniumcarbonat eine Vor- 
stufe der Harnstoffbildung im Organismus. Also wenn ein Ferment, 
welches imstande ist, den Harnstoff aus Ammoniumcarbonat zu bilden, 
existiert, so spricht es zugunsten der Schmiedebergschen Theorie. 
Jedoch bedarf dieses Problem noch einer weiteren eingehenden Unter- 
suchung. Ich habe daher unter der Leitung von Dr. M. Arai die 
folgenden Experimente angestellt. 

Das wichtigste bei diesem Problem ist die Methode der quantitativen 
Bestimmung des Harnstoffs. Ich habe die Xanthydrolmethode an- 
gewendet. Da das Lebergewebe eine komplizierte Zusammensetzung 
hat, ist die Anwendung einer Methode sehr wichtig, welche den Harnstoff 
im méglichst reinen Zustande aus anderen Beimengungen ausfiallt. 
Die Reinheit des dabei entstandenen Xanthylharnstoffs habe ich 
durch die Bestimmung seines Schmelzpunktes bewiesen. Der Schmelz- 
punkt des aus Leberbrei ausgefallenen Xanthylharnstoffs war 
259 bis 260°. (In der ersten Mitteilung, 226, 235, 1930, ist der Schmelz- 
punkt des Dixanthylharnstoffs durch einen Schreibfehler falsch an- 
gegeben, er muB auf 260° berichtigt werden.) Die Mischprobe mit 
analysereinem Xanthydrolharnstoff zeigte keine Schmelzpunkts- 
depression. 


1 S. Kawahara, Japanese Journ. of Med. Sciences 1, 233, 1927. 

2 Fr. Fichter u. Walter Kern, Helvetica chimica acta 8, 301, 1925. 

® Emil Abderhalden u. Severian Buadze, Fermentforschung 9, 89 
bis 96, 1926. 
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Die Menge des bei der Autolyse des Lebergewebes entstandenen Harn- 

stoffs wird erheblich beeinfluBt durch die Wasserstoffionenkonzentration 
des Mediums, d.h. bei alkalischer Reaktion wird weniger Harnstoff 
als bei saurer gebildet. Bei pa = 5,9 wird am meisten Harnstoff 
gebildet, dann nimmt die Harnstoffbildung wieder ab. Nach McCance! 
ist die Bildung des Ammoniums und des Harnstoffs bei der Autolyse der 
Leber bei po = 6,0 am giinstigsten. Alle Versuche iiber Harnstoff- 
bildung durch die Leber miissen daher unter strenger Kontrolle der Wasser. 
stoffionenkonzentration ausgefiihrt werden. Die Versuche mit oder 
ohne Zusatz der verschiedenen organischen und anorganischen Ammon- 
salze zum Leberbrei in der Phosphatmischung von py = 5,3 bis 6,2 haben 
mich iiberzeugt, daB alle Ammoniumsalze mehr oder weniger die Harnstofi- 
bildung herabsetzen. 

Die gleichen Versuche habe ich in der T'yrodeschen Lésung aus- 
gefiihrt. In diesem Falle war die Menge des Harnstoffs im allgemeinen 
kleiner im Vergleich mit den vorigen Experimenten. Durch Zusatz 
der verschiedenen Ammoniumsalze wird die Harnstoffbildung ge- 
schadigt, und zwar am meisten durch das stark alkalische Ammonium- 
carbonat. 

Nach der Mitteilung von Abderhalden und Buadze entsteht 
Harnstoff aus der Mischung von 10 °,iger Ammoniumbicarbonatlésung 
und Leberbrei bei langem Stehenlassen bei 37°. Nach meiner Unter- 
suchung ist die Wasserstoffionenkonzentration der 10 °,igen Ammonium. 
bicarbonatlésung pa = 8,1 (Methode nach Michaelis). Nach dem 
oben Gesagten ist zu erwarten, daB eine solche stark alkalische Lésung 
die Harnstoffbildung der Leber hemmt. Die optimale Wasserstofi- 
ionenkonzentration (px = 5,9) fiir die Harnstoffbildung ist viel saurer 
als die der 10 °4igen Ammoniumbicarbonatlésung. Daher habe ich die 
Experimente unter genau gleichen Bedingungen wie Abderhalden 
und Buadze nachgepriift. Die Harnstoffbildung durch Leberbrei ist, 
wie erwartet, durch Ammoniumbicarbonat herabgesetzt, und zwar 
ist die Menge des gebildeten Harnstoffs fast gleich der bei der Mischung 
aus Phosphatpuffer von pa = 8,1 und Leberbrei. Daraus folgt, dab 
Leberbrei unter diesen Bedingungen aus Ammoniumbicarbonat 
keinen Harnstoff bildet. 

Die Experimente iiber die Harnstoffbildung des Leberbreies aus 
Ammoniumsalzen sind nach meinen Untersuchungen nicht ganz be- 
weisend, denn die meisten bisherigen Experimente haben den Einfluli 
der Wasserstoffionenkonzentration auf die Harnstoffbildung durch 
Leberbrei vernachiassigt. 

Die Untersuchungen von Arai? iiber die Harnstoffbildung aus 
Aminosiuren durch Kohlenpulver haben mich dazu gefiihrt, die Harn- 
stoffbildung durch Leberbrei mit Aminosdéurenzusatz zu untersuchen. 


1 R. A. McCance, Biochem. Journ. 18, 486, 1924. 
2 M. Arai, diese Zeitschr. 226, 233, 1930. (I. Mitteilung.) 
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Zuerst lieB ich auf den in je 10 cem T'yrodescher Lésung aufgeschwemmten 
Kaninchenleberbrei (1 g) je 0,05 g d-AJanin, 1-Tyrosin, d-Glutaminsaure, 
d-glutaminsaures Natrium und ]-Leucin einwirken (bei 37°, 24 Stunden lang). 
Es nahm die Harnstoffbildung bei allen Aminoséuren mit Ausnahme des 
d-Alanins zu. DaB die Harnstoffbildung aus der Glutaminsadure gréBer 
war als aus dem Natriumsalz derselben, ist natiirlich durch die saure Reaktion 
des Mediums bedingt. Da die Reaktion des Mediums mit der T'yrodeschen 
Lésung schwer konstant zu halten war, fiihrte ich die weiteren Versuche 
in Phosphatpufferlésung mit verschiedener Aziditaét aus. Als Kontroll- 
versuche diente die Aufschwemmung des Leberbreies in diesen Lésungen. 
In den Hauptversuchen wurden den gleichen Leberaufschwemmungen 
1-Tyrosin, Glykokoll oder l-Asparagin zugesetzt. Bei py = 5,3, 6,2 und 6,8 
war die Harnstoffbildung in den Hauptversuchen stirker als beim Kontroll- 
versuch, besonders bei pu = 6,2. 


Tabelle I. 





Kontrolle | Versuch mit Versuch mit | Versuch mit 





p | 1-Tyrosin Kontrolle Glykokoll | Kontrolle 1-Asparagin 
H = cnninie 
Harnstoff gebildet in 100 g Leber 
5,3 0,1577 0,1577 0,1384 0,1462 0,0906 0,0943 
6,2 0,109 0,1385 0,1115 0,1500 0,0868 0,0943 
6,8 0,0923 0,0962 0,9885 0,0692 0,0755 0,0906 
7,2 0,0846 0,0769 0,0692 0,0692 0,0621 0,0547 
8,0 0,0769 0,0731 0,0654 0,0654 0,0604 0,0585 


In weiteren Versuchen lieB ich in der Phosphatlésung (py = 6,2) 
auf den Leberbrei Glykokoll, d-Alanin, 1-Phenylalanin, d, 1-Phenylalanin, 
|-Asparagin, d-glutaminsaures Natrium, 1-Leucin und 1-Tyrosin einwirken 
und konnte die Zunahme der Harnstoffbildung durch die genannten Amino- 
siuren auBer Leucin nachweisen. 

Da das Lebergewebe selbst Aminosaduren enthalt, ist es theoretisch 
denkbar, daB der Harnstoff ebenso aus den eigenen Aminosduren des 
Lebergewebes wie aus den zugefiigten entstehen kann. Uberdies enthalt 
die Leber auch Harnstoff. Man kénnte das Experiment somit 
einwandfrei gestalten, wenn man den Harnstoff und die Aminosiuren 
aus dem Lebergewebe durch Dialyse entfernen kann. Von diesem 
Gedanken ausgehend, fiihrte ich die gle‘chen Versuche mit gegen Wasser 
dialysiertem Leberbrei aus und konstatierte dabei ebenfalls die Harn- 
stoffentstehung bei Zusatz von Glykokoll, d-Alanin, 1-Tyrosin, d-gluta- 
minsaurem Natrium, ]-Leucin und ]-Asparagin. Da ich aber spater den 
Aminostickstoff des Leberbreies bestimmte und dessen Menge sich 
als sehr gering erwies, habe ich die weiteren Versuche mit nicht dialy- 
siertem Leberbrei ausgefiihrt. 

So glaube ich die Harnstoffbildung aus Aminosiuren mit Hilfe 
der Leberzellen experimentell sicher nachgewiesen zu haben. 

Bei gleichen Versuchen mit Glycylglycin, Glycin- und Phenyl- 
alanin-anhydrid sah ich deutliche Harnstoffbildung. Die Harnstoff- 
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bildung aus Aminoséiurenanhydrid ist gréBer als die aus einfachen 
Aminosauren, und die aus Glycylglycin noch gréBer. Diese Tatsachen 
sind dadurch interessant, daB die Desamidierung zum Zwecke der 
Harnstoffsynthese mit der Siureamidverbindung leichter durchgefiilirt 
wird als mit einfachen Aminoséiuren. Ich habe nun weiterhin die ge- 
naueren Bedingungen der Harnstoffbildung aus Aminosauren untersucht. 


Die Harnstoffbildung im Organismus geht unter Zufuhr von 
Sauerstoff vor sich. Auch in vitro nimmt die Harnstoffbildung unter 
Zufuhr von Sauerstoff zu. Der Zusatz von defibriniertem Blut scheint 
ungunstig zu sein. 


Es ist noch nicht bekannt, was fiir eine chemische Veranderung 
in der Zwischenphase der Harnstoffentstehung aus Aminoséuren vor 
sich geht. Auf Grund des Fosseschen Experiments’, wonach durch 
Oxydation organischer Substanzen Cyanséure synthetisch gebildet 
werden soll, behaupten Werner? und Fearon*, daB bei der Oxy. 
dation der Aminoséiuren im Organismus auch die Cyansaure ent. 
steht. Wenn die Harnstoffbildung aus Leberbrei und Aminosiuren 
auch tiber die Zwischenstufe von Cyansaéure vor sich geht, so ist 
zu erwarten, daB die Harnstoffbildung durch Zusatz von Ammonium.- 
salzen geférdert wird, da die Cyansaéure leicht mit Ammonium. 
salzen reagiert und sich in Harnstoff umwandelt. Deshalb setzte 
ich dem Leberbrei die Aminosiuren und zugleich verschiedene 
Ammoniumsalze zu und bestimmte unter den gleichen Bedingungen 
den Harnstoff; doch war die gebildete Harnstoffmenge wider Erwarten 
kleiner als ohne Ammoniumsalze. Die Entstehung der Cyansaure als 
intermediire Stufe in der Harnstoffsynthese ist auf diesem Wege 
nicht zu beweisen. Jedoch kann man meines Erachtens durch diese 
Untersuchung die Cyansiurebildung aus Aminoséuren nicht aus- 
schlieBen. 


Die Harnstoffbildung aus Aminoséuren durch die Einwirkung let 
Leberzellen ist am giinstigsten bei px = 5,9. Mit gekochtem Leberbrei 
tritt keine Harnstoffbildung auf. Man darf sie somit als eine fermen- 
tative Wirkung betrachten. Da die Wirkung weder in anderen Organen, 
noch in kauflichen Diastasen und sonstigen Fermentpraparaten nach- 
zuweisen ist, scheint sie besonders der Leber zuzukommen. 


Verfolgt man die Harnstoffbildung an einer gréBeren Menge von 
Leberbrei und Aminosauren zeitlich, so sieht man, daB die Harnstot!- 


1 R. Fosse, Bull. Soc. chim. IV, 29, 158, 1921; C. r. Acad. Se. 169, “1, 
1919; Ann. Inst. Pasteur 34, 715, 1920. 

2 Werner, Urea. London 1923. 

3’ W. R. Fearon, Physiol. Rev. 4, 419, 1926. 
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bildung unter Zusatz der Aminoséuren schon nach 15 Minuten stirker 
wird als ohne Aminosauren. 

Der Harnstoff wird gebildet bei der Autolyse der Leber, und die 
in der Leber enthaltene Arginase wirkt auf den durch die Autolyse 
frei gewordenen Argininanteil. Die optimale Wasserstoffionenkonzentra- 
tion fiir die Arginasewirkung ist nach Hdlbacher und Simons! pa = 9,0, 
nach Hino® pay =7,4. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration 
der Autolyse ist aber nach meiner Untersuchung pa = 5,9. Man sieht 
einen erheblichen Unterschied zwischen beiden Prozessen. Da die 
optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Harnstoffbildung aus 
Aminosiuren durch Leberbrei bei ps = 5,9 liegt, ist daran zu denken, 
daB bei der Autolyse der Leber der Harnstoff auBer aus dem in der 
Leber enthaltenen Arginin durch die Arginasewirkung auch aus den 
Aminoséuren durch einen anderen Mechanismus entsteht. Deshalb 
untersuchte ich die Menge des Arginins vor und nach dem Versuch 
und habe nachgewiesen, daB die Menge des Arginins vor und nach 
dem Experiment fast gleich war. 

Ich glaube auf Grund der genannten Experimente sicher nach- 
gewiesen zu haben, daB die Leberzelle ein Ferment fiir die Harnstoff- 
bildung aus Aminoséuren enthalt. Dieses Ferment ist allein in 
der Leber nachzuweisen, existiert nicht in anderen Organen und 
bildet mit den Ammoniumsalzen keinen Harnstoff. 


Experimenteller Teil. 
Methodisches. 


Als Versuchstiere verwendete ich gesunde Hunde und Kaninchen, 
die ich vor dem Versuch 24 Stunden hungern lieB. Vor der Exstirpation 
der Organe lie8 ich die Tiere durch Entnahme des Blutes aus der A. carotis 
verbluten. Jedes Organ auBer der Leber verwandelte ich nach Entfernung 
der groben Fasern sofort in einen Brei, den ich zum Experiment verwendete. 
Bei der Leber fiihrte ich die Kaniile in die Pfortader ein und spiilte sodann 
mit der auf 37° erwairmten Ringerschen Lésung das Blut und andere wasser- 
lésliche Substanzen giénzlich aus. Ich schnitt die Leber weiter noch an 
verschiedenen Stellen ein, wusch mehrmals mit der Ringerschen Lésung 
und zerrieb das Gewebe nach der Entnahme der groben Fasern im Mérser 
zu Brei. Dieser Arbeitsproze8 mu méglichst schnell ausgefiihrt werden, 
damit der Leberbrei immer frisch bleibt. 

Kine bestimmte Menge dieses Organbreies brachte ich in ein Glas 
(Inhalt etwa 50 ccm), tiigte 10 bis 20cem Tyrodescher Lésung oder 
Phosphatlésung und dazu noch eine bestimmte Menge der zu_ priifenden 
Substanzen zu und riihrte sodann die gesamte Masse leicht um. Als 
Antiseptikum setzte ich 1,0 cem Toluol zu. Bei jeder Probe bestimmte ich 
sofort die harnstoffmenge, die als Kontrolle diente. Samtliche anderen 
Proben wurden eine bestimmte Zeit bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. 


1 §. Edlbacher u. Simons, Zeitschr. f. physiol. Chem. 167, 76, 1927. 
2 S. Hino, Journ. of Biochem. 4, 335, 1926. 
Biochemische Zeitschrift Band 233. 18 
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Fiir die Harnstoffbestimmung benutzte ich die Xanthylmethode nach 
Fosse: Eine gemessene Menge Filtrat, dessen EiweiB mit 20 ,iger xi 
Trichloressigséurelésung entfernt wurde, wird mit gesattigter Sodalésung a 
neutralisiert und mit dem gleichen Volumen Eisessig versetzt. Dann fiigt 
man !/,, Teil 10 %ige methylalkoholische Lésung von Xanthydrol hinzu 
Die Niederschlige werden nach 2 Stunden im Goochtiegel abfiltriert, 
getrocknet und dann gewogen. = 
Resultate. E 
TI. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 34 
Harnstoffbildung bei der Autolyse der Leber. == 
Eine bestimmte Menge Leberbrei wurde in einer Reihe in Phosphat- 
oder Acetatlésung aufgeschwemmt und mit Zusatz von Toluol 24Stunden = [g 
lang bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. Blo. 
4 = 
Tabelle 11. = 
Nr. 46. Hund, _%. Kispeagewtchs 2500 g, Leber 182 g. 
ny - he : $ | oe | 7 | | : . < ot 
Leberbrei, g 05/05 | 05 | 05 | 05 | 05 OF of6 FI 
Acetat-(po .. 45 48 | 5 | 54 | 59 | 61 | 63 67 i 
. com. .j|; 1 10 10 10 | 10 10 10 10 
Std. (37°) 24 24 | «(24 24 | 24 | 24 24 24 Sl ee 
Xanthydrolharn- | > |] ve 
stofi, g . . . |0,0015 me | 0,0087 sic hese hasse 0,0038 0,008 EF 
Harnstoff pro ! : 
100 ¢ Leber, g | 0,0556 0,0963 | |0,1370 0,1556 | 0,1700 | 0.1259 0,1111 0,1004 fe 
Tabelle I11. 2} 
Nr. 46. Hund, 2. Kérpergewicht 2500 g, Leber 182 g. 4 
; 
Leberbrei, g . . 0,5 0,5 0,5 0,5 | 0,5 0,5 0,5 0,5 Loe 
Phosphat- F Pu. 4,5 4,7 5,0 53 | 59 6,1 6,2 6,8 "Thence 
lisung loom. 10 | 10 | 10 10 | 10 | 10 10 100 £ 
Std. (379) ... 24 24 24 24 24 24 24 24 4 
Xanthydrolharn- = 
stoff, g .. . 09,0030 0,0082 | 0,0039 0,0044 | 0,0052 | 0,0043 | 0,0041 0,0031 J] S's 
Harnstoff pro 
100g Leber, g 09,1111 0.1185 |0,1444 0,1630 | 0,1926 | 0,1598 01519 [0.1148 J. 
Tabelle IV. : i 
Nr. 105. Kaninchen, o. eS a0? & Leber 71 g. , =< 
Leherbeei, g ..|| 10 | 10 | 10 | 10 | 10 (10) 140) 10° «&F 
Acetat-jpy ... 44 | 4.7 | 50 | 58 | 59 | 61 | 64 | 67 & 
lisung |leem . . 10 10 | 10 10 | 10 10 10 10 
Std. (37°) . 24 24 | 24 24 | 24 | 24 24 24 
Xanthydrolharn- | - 
stoff, g. . . . 0,0053 0,0087 | 0,0094 | 0,0095 | 0,0103 | 0,0100 | 0,0098 | 0,0097 
Y Harnstoff pro bo 
a 100 ¢ Leber, g 0,1000 | 0,1642 | 0,1764 | 0,1792 | 0,1934 | 0,1887 | 0,1849  0,1830 Ps 
: E 
Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Harnstoff- e 
¥ bildung bei der Autolyse der Leber ist pa = 5,9. |'3 & 
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: 266 K. Kase: 
j 
: 
i II. EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
; Harnstoffbildung aus Aminosduren. 
Den Phosphatlésungen (10 ccm) von pa = 4,5, 5,3, 6,2, 7,2, 8,0 ina 
wird Leberbrei und |-Tyrosin zugesetzt und die Mischung unter Zusatz Le 
von Toluol 24 Stunden lang bei 37° im Brutschrank aufbewahrt. Am 
Tabelle 1X ae 
Nr. 48. Hund, = Reapers 5150 g, Leber 238 g (37°, 24 Stunden) Xa 
- — . : $ 
eee ee 4,4 4,7 | 5,0 5, 8 /5,9 62 | 6,5 6,8 Har 
Leberbrei, g . . 0,5 0,5 | 0,5 05 0,5 0,5 | 0,5 10,5 1 
Glykokoll, g . . 0,1 0,1 | 0,1 0,1 0,1 | 0,1 10,1 0,1 Har 
Xanthylharn- a 
stoff, g .. . | 0,0029 anued 0,0026 | 0,0027 | 0,0041 | 0,0037 | 0,0027 | 0,0019 
Harnstoff pro 
100g Leber, g || 0,0741 | 0,0852 00963 | 0,1000 | 0,1519 | 0,1370 | 0,1000 | 0,074 
Wie die Tabelle zeigt, ist die Harnstoffbildung bei px = 5,9 ona 
am gréBten. Lebe 
In obigen Experimenten wies ich nach, daB die Harnstoffbildung Ami 
aus Aminoséuren bei pa = 5,3 bis 6,8 giinstig verliuft. Die optimale m 
Wasserstoffionenkonzentration ist pa = 5,9. re 
Ich fand die Wasserstoffionenkonzentration des Filtrats aus Std. 
Phosphatlésung, Leberbrei und Aminoséuren vor und nach dem Experi- 7 
ment unverandert. Somit wurde das Bedenken, daB die Harnstoff- Harn 
bildung durch Schwankung der Aziditét wahrend der Versuche 8 10 
beeinfluBt werde, ginzlich beseitigt. et 
Tabelle X. 
Nr. 45. Hund, o’. Kdérpergewicht 4140 g, Leber 206 g. 
Leberbrei, g... 2... | 0, 0,5 0,5 0,5 alani 
Phosphatlésung, cem . . . . 10 | 10 10 | 10 Natr 
Glykokoll 1-Asparagin| Pepton 
es ee oy ee Kontrolle | 0,1 0,1 | O,1 Zuges 
pu vor dem Versuch . . 6,3 6,3 6.3 | 6,4 auf be 
pu nach d. Versuch (37°, 24 Std. ) 6,3 6,3 6,3 6,4 
Xanthylharnstoff,g..... 0,0030 0,0038 0,0089 | 0,0115 
Harnstoft pro 100g Leber, g 0,1111 0.13857 = =0,1444 =| = 0,4259 Nr. 2) 
Ill. Experimente tiber die Harnstoffbildung aus ver- Leber} 
fi schiedenen Aminosdauren. 
Ag ; Versuc 
i& Kaninchen- und Hundeleber wurden in T'yrodescher Lésung oder tein 
i Phosphatpufferlésung aufgeschwemmt, je 0,05 g 1-Tyrosin, d-glutamin- "stot 
a: saures Natrium, d-Alanin, d-Glutaminséure, 1-Leucin, Glykokoll, Harnst 
yi ]-Asparagin oder Benzylamin zugefiigt und 24 Stunden lang im Brut- Pant 
z schrank bei 37° gehalten. 
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Tabelle XI. 
Nr. 87. Kaninchen, o'. Kérpergewicht 3050 g, Leber 79 g. 





7 — 


Leberbrei, g ..| 10 | 10) 10! 10) 10 10! 10! 190 


. {| 
Aminosaure, je {| Kon- | Kon- | d-Ala- | 1-Tyro- ‘-8lut-  d-Glut- __ | Benzyl- 
9 “0,05 g . {| ye trolle — = — a tisnste , 
Tyrodelisg., com | 0 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 | 10 |'10 
ei) ri } | 24 24 24 24 24 24 24 
Xanthylharn- l a 
ee er } 9,009 | 0,0014  0,0018 | 0,0035 0,0028 0,0037 | 0,0028 | 0,0024 


Harnstoff pro 
100g Leber, g | '0,0171 0,0400 | 0,0343 | 0,0667 0,0533 | 0,0705 | 0,0533 | 0,0457 
Harnstoff- | 
munahme, % . | | 100,0 | 85,8 | 166,7 188,2 176,2| 1882) 111,7 


Tabelle XII. 
Nr. 2. Hund, o. Kérpergewicht 4685 g, Leber 190 g. 





Leberbrei, g . . || 1,0 1,0 1,0 7 | 6g 1,0 1,0 | 1,0 





Aminosiure, je {| Kon- Kon- | d-Ala- | Glyko- | ¢-lut- | l-Tyro- | 1-Aspa- 

mn 0,08 g ' HI trolle trolle a kolt ay l-Leucin in —n 
err ped } 

(pa = 6,2), eem 10 10 10 10 | 10 10 10 10 
Sid. (7) ...] 0 24 24 24 2 | 24 | 24 24 
Xanthylharn- | 

stoff, g. . . . | 0,0020 0,0060 | 0,0062 | 0,0073 | 0,0063 | 0,0062 | 0,0081 | 0,0079 
Harnstoff pro 

100g Leber, g | 0,0377 | 0,1250 | 0,1292 | 0,1521 | 0,1313 | 0,1292 | 0,1688 | 0,1646 
Harnstoff- 

zunahme, % . 100,0 | 103,3 121,7 | 105,0 | 103,38 | 185,0 | 181,7 


IV. Experimente mit Aminosaéuren und Dipeptiden. 

Zu 10 cem Phosphatlésung von pa = 6,2 wurden je 0,1 g 1-Phenyl- 
alanin, d,1l-Phenylalanin, Phenylalaninanhydrid, d-glutaminsaures 
Natrium, d-Glutaminsaéure, Glykokoll, 1-Tyrosin oder Glycylglycin 
zugesetzt, und unter Toluol 24 Stunden lang bei 37° im Brutschrank 
aufbewahrt. 

Tabelle XIII. 


Nr. 21. Hund, o. PSE onto 2430 g, Leber 88 g (37°, 24 Stunden). 





leberorei, g ..| 05 | 05 | 05 | 05 | 08 | o5 | 06 | of 
1-Phe- d,1-Phe- Phenyl- d-Glut- | d-glut- 





Ver | | Kon- | l- | ‘nyl- | alanin-| amin- | amins. | @¥ein- | Glycyl- 
vachssubstans| i trolle | Pant | aaehe bo ydr.| stiure | Natr. | anhydr. | glyein 
Xanthylharn- 
.. 2 rar (0,027, 0, ,0028 | 0,0029 | 0,0081 | 0,0085 0.0029 | 0,0031 0,0036 
Harnstoff pro » 


ae bee g 0,1000 0,1037 0,1074 | 0,1148 0,13800 0,1074 0,1148 0,1333 
arnstoff- 
zunahme, % . 100 - 108,7 | 107,4 | 114,8 130,0 107,4 1148 183,38 
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Tabelle XIV. 
Nr. 20. Hund, 2. Kérpergewicht 3570 g, Leber 157 g (37°, 24 Stunden 





Leberbrei, g ...... 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 


P wy Phenyl- er 
Versuchssubstanz - - - Kontrolle epee 4,1-Pheay!- alanin- em 
Xanthylharnstoff, g .. . 0,0027 0,0034 0,0041 0,0042 0,0037 
Harnstoff pro 100g Leber, ¢g 0,1009 | 0,1222 0,1519 0,1556 0.1370 
Harnstoffzunahme, % . . 100,0 122.2 151.9 155.6 137,0 





Leberbrei, g 0,5 05 | O05 0,5 
Versuchssubstanz - - - = ~-os hel anny Glykokoll | yg 
Xanthylharnstoff, g ... 0,0051 0,00384 _ 0,0029 | 0,0039 0,0047 
Harnstoff prol100gLeber,g | 0,1889 0,1222 | 0,1074 | 01444 0,1740 
Harnstoffzunahme, % . . || 188,9 122.2 107,4 144.4 174,0 


1-Tyrosin 


zug 
Bei Aminosaéuren ist also 4 bis 44°, Zunahme der Harnstoffmenge oba 
und bei Glycylglycin, einem Dipeptid, 33 bis 74°, Zunahme nach- 
gewiesen. 


V. Experimente mit dialysiertem Leberbrei. 


Hundeleber unter Zusatz von Toluol 48 Stunden lang gegen Wasser 
dialysiert, danach die gleichen Experimente wie unter IV. wiederholt. 


Tabelle XV. 
Nr. 2. Hund, o'. Kérpergewicht 4685 g, Leber 190 g. 





Dialysiert. Leber- 
brei, oe ae 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
, . *3e 1-glut- : 
r { | Kon- | Kon- | d-Ala- | Glyko- “8: van, | 1-Tyro- | 1-Aspa- 
Versuchssubstanz | trolle | trolle nin kot | Wawe I-Leucin | ‘sin ragin 


Phosphatlisung | 

(po=6,2), com || 10 10 10 10 10 10 10 10 
a. rp... § . @ 24 | 24 24 24 24 24 24 
Xanthylharn- | elke 

stoff, g. . . . || meBbar | 0,0015 | 0,0017 0,0018 0,0018 | 0,0017 0,0019 | 0,0020 


Harnstoft pro . 
100 g Leber, g 0,0283 0,0321 0,0340 0,0340 | 0,0321 0,0359 0,037) 


Harnstoff- i 
zunahme, % | 100,0 | 113,4 120,60 120,0 | 113.4 126,0 132,3 


Wie die Tabelle zeigt, habe ich Harnstoffzunahme konstatiert. 


VI. Experimente mit gekochtem Leberbrei. 


Kaninchenleber 20 Minuten lang bei 100° erhitzt, davon eine be- 
stimmte Menge in 7'yrodescher Lésung aufgeschwemmt, 0,1 g d-Gluta- 
minsaure zugefiigt und 24 Stunden lang bei 37° aufbewahrt. 
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Tabelle XVI. 
Nr. 80. Kaninchen, o'. Kérpergewicht 2680 g, Leber 56,2 g. 





Leberbrei, g ...... 3 3 3 3 3 
frischer Leberbrei bei 100° 20’ erhitzt 
d-Glutaminsaure, g . . .  Kontrolle Kontrolle 0,1 Kontrolle 0,1 
oe a ere 0 24 24 24 24 
Xanthylharostoft, g . . . | 0,0018 0,0060 0,0133 0,0022 0,0022 
Harnstoft pro 100 Leber, g | 0,0114 0,0391 0,0857 0,0139 0,0139 
Harnstoffzunahme, % . 100,0 219,2 


Mit erhitzter Leber war keine Harnstoffneubildung nachzuweisen, 


Vil. Experimente tiber den zeitlichen Verlauf der Harnstoff- 
bildung aus Aminosauren. 
Leberbrei in T'yrodescher Lésung aufgeschwemmt, 0,05 g 1-Tyrosin 
zugesetzt, und dann die Harnstoffbildung in 0 bis 72 Stunden be- 
obachtet. Als Antiseptikum wurde Toluol gebraucht. 


Tabelle XVII. 
Nr. 99. Kaninchen, o. Kérpergewicht 2320 g, Leber 84,5 g. 





Leberbrei, g . . 2 2 2 2 2 2 2 

Std. (37°) ron 0 3 6 12 24 48 72 
Xanthylharn- {. Kontrolle |0,0020 0,0020 | 0,0022 0,9028  0,0033 0,0043 | 0,0048 
stoff, g \) 1-Tyrosin | 0,0020 0,0020 0,0024 * 0,0030 | 0.0039 0,0049 | 0,0070 
Harnstoff pro Kontrolle 0.0220 0,0220 0.0234 0,0308 0,0363 0,0473 0,0527 
100g Leber, g | 1-Tyrosin | 0,0220 0,0220 0,0264 0.0330 0,0429 0,0538 0,0769 


Der Harnstoff wurde erst von der sechsten Stunde an in meBbarer 
Menge gebildet und nahm mit der Zeit zu. 


Dann fiihrte ich den gleichen Versuch mit einer gréBeren Menge 
Leberbrei aus; je 10 g Leberbrei wurden in Phosphatlésung (px = 5,9) 
aufgeschwemmt und als Versuchssubstanz je 0,2 g Asparagin hinzu- 
gefiigt. Die Mischung wurde mit Toluol im Wasserbad bei 37° gehalten 
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und wahrend der (0. bis 120.) Minute nach je 15 Minuten der Harnstoft 
bestimmt. 

Wie die Abb. 1 zeigt, beginnt die Harnstoffbildung beim Asparagin- 
versuch schon von 15 Minuten an und nimmt weiter allmahlich zu. 


Zusammenfassung. 


1. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Harnstoff- 
bildung durch Autolyse der Leber ist px = 5,9. 

2. Die optimale Wasserstoffionenkonzentration fiir die Harnstoff- 
bildung aus Aminoséuren ist pu = 5,9. 

3. Harnstoff wird im Leberbrei und bei Zusatz von Aminosaéuren 
gebildet; die Harnstoffbildung aus Anhydrid- und Peptidverbindungen 
ist leichter als aus einfachen Aminosauren. 

4. Harnstoffbildung aus erhitztem Leberbrei und Aminosiuren 
ist nicht zu konstatieren; Harnstoffneubildung ist mit dialysiertem 
Leberbrei unter Zusatz von Aminosaéuren nachweisbar. 

5. Die Harnstoffbildung aus Leberbrei und Aminoséuren beginnt 
schon nach 15 Minuten und nimmt mit der Zeit allmahlich zu. 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung. III. 
Von 
Kyoji Kase. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik der Reichsuniversitat 
zu Tokio.) 


(Eingegangen am 14. Januar 1931.) 


In der zweiten Mitteilung habe ich die Harnstoffbildung aus Leber- 
brei und verschiedenen Aminosiuren nachgewiesen. In _ dieser 
Abhandlung teile ich die Resultate der weiterhin unter verschiedenen 
Bedingungen ausgefiihrten Versuche und die bei der Harnstoffbildung 
aus Aminoséuren nebenher sich abspielenden Prozesse mit. Ferner 
berichte ich iiber Experimente der Harnstoffbildung aus Ammonium- 
salzen. 

I. Teil. 
Experimenteller Teil. 
I. Experimente iiber den Einflu8 des Sauerstoffs auf die Harn- 
stoffbildung durch die Leber. 

Leberbrei-Asparagingemisch wurde in GefiBe gebracht, welche mit 
doppelt durchbohrtem Korkstopfen versehen waren. Durch die Bohrung 
wurden Glasréhren gesteckt und eine Zeitlang durch die GefaéBe Sauerstoff 
geleitet. Dann wurden die Réhren luftdicht verschlossen. 

Eine andere Reihe von Proben ohne Sauerstoffzuleitung diente als 
Kontrollversuch. 


Tabelle I. 
Nr. 7. Hund, o. Kérpergewicht 4855 g, Leber 185 g. 





Leberbrei, g 5 0,5 0,5 0,5 
|-Asparagin, & ta seas - Ol 0,1 
Sauerstoff ‘ : er 7 + aM ba ae te od 4 
Xanthylharnstoff, g . 0,0035 0,0021 0,0039 


24 Stunden 
(37°) Harnstoff, g (pro 
100g Leber) . . . 0.1346  0,0808 | 0,1625 


Harnstoffzunahme (in %).... . + 359,8 100 + 201,0 


Xanthylharnstoff, ¢ . I 0,0940 0,0052 


48 Stunden 
(37°) Harnstoff, g (pro 
100g Leber) .. . | 0.1667 0,2167 





Harnstoffzunahme (in %).... . + 254,9 100 + 170,6 
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Tabelle II. 
Nr. 11. Hund, co. Ké6rpergewicht 2870 g, Leber 120 g. 











er ee rr tr Ee 0,5 } 0,5 | 0,5 0,5 







SR En the ee ee 8 we - _ 0,1 01 






ee ee ee a a ae — 4 ~ + 


\Xanthylharnstoff, g . 0,0021 + ——-0,0040 0,026 | 0,0047 

24 Stunden | ; 
(37°) | Harnstoff, g (pro 
| 100g Leber) 






0,088 0,1667 0,1600 0,1951 


















Harnstoffzunahme (in %)... .. 109 206,3 | 100 195,1 


‘Xanthylharnstoff, g . | 0,0025  0,0050 | 0,0035 | 0,0055 
48 Stunden cease eee nennnne 
(37°) | Harnstoff, g (pro 
100g Leber) .. . 0,0962 0,1924 0,1346 02292 






Harnstoffzunahme (in %).... . 100 200,00 | 100 170.3 













Die mit Sauerstoff gesittigten Réhrehen zeigen mithin eine Ver- 
mehrung des Harnstoffs. 









Il. Experimente iiber den EinfluB des defibrinierten Blutes 
auf die Harnstoffbildung durch die Leber. 






Die Versuche mit Leberbrei-Asparagingemisch mit oder ohne 
Zusatz von defibriniertem Blut anstatt der Sauerstoffzufuhr zeigen, 
daB das defibrinierte Blut nicht die Harnstoffbildung begiinstigt. 











Tabelle III. 
Nr. 7. Hund, o. Kérpergewicht 4855 g, Leber 185 g. 












ee SSS SE Ae a a os: -| @8 |: -O5 0.5 






bAsparagin, € -- 22s eee ee eces ~ - 01 0.1 








Defibriniertes Blut, 05eem........ = + ~_ 


0,0027 0,0021 ~—-0,0082 





Xanthylharnstoff, g 


24 Stunden 
(37°) Harnstoff, g (pro 
100g Leber) ... 0,0423 0.1038 | 0,0808 0,123! 















Harnstoffzunahme (in %)... . . 100 244.8 100 148.9 


/Xanthylharnstoff, ¢ . | 0,0017 00,0034 = 0,0033 00,0038 





48 Stunden 
(37°) Harnstoff, g (pro 
19g Leber) . . . 0,0654 0,1308 0,1270 0,1462 








Harnstoffzunahme (in %)..... 100 200,0 100 115.1 
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Tabelle 1V. 
Nr. ll. Hund, co. Kdérpergewicht 2870 g, Leber 120 g. 





LOU, @ + «+ seo eH w ie b c's 0,5 05 0,5 05 

l-Asparagin,g ........ at eye | ~ 0,1 0.1 

Defibriniertes ae ae | _ + } - + 
Xanthylharnstoff, g . | 0,0021  0,0029 + —-0,0026 | 0,082 


24 Stunden 
(37°) Harnstoff, g (pro 


100g Leber) .. . 0,0808 0,1115 0,1000 0,1231 
Harnstoffzunahme (in %). . . . . 100 138,0 | 100 123,1 





Xanthylharnstoff, g . | 0,0025 0,0039 0,0035 0,0042 

48 Stunden | moe 
(37°) | Harnstoff, g (pro 

100g Leber) . . . | 0,0962 0,1500 0.1346 91615 


Harnstoffzunahme (in %).... . 100 155.9 100 120,0 


lil. Experimente tiber Harnstoffbildung durch andere Organe. 


Um zu sehen, ob andere Organe, z. B. das Herz, die Lunge, die 
Nebenniere, die Niere, die Milz, das Pankreas, das GroBhirn, der Muskel, 
das Blut und das Serum auch die Fahigkeit, aus Aminosaéuren Harnstoff 
zu bilden, besitzen, habe ich folgendes Experiment gemacht. 

Von jedem von groben Fasern befreiten und zu Brei zerriebenen Organ 
wurde eine bestimmte Menge in einer Phosphatlésung (pp = 6,2) auf- 


geschwemmt und unter Zusatz von Toluol 24 Stunden lang im Brutschrank 
bei 37° aufbewahrt. 


Wie aus den Tabellen zu ersehen ist, ist in keiner Organprobe 
Harnstoffbildung zu konstatieren. Diese Resultate entsprechen nicht 
den Angaben von Abderhalden und Buadze, die Harnstoffbildung 
durch Leber, Niere, Milz, Muskel und Blut aus Ammoniumbicarbonat 
nachgewiesen haben. 


Tabelle V. 
Nr. 13. Hund, o’. Kérpergewicht 5100 g (37°, 24 Stunden). 





Organ : Milz (18 g) Herz (35 g) | Muskel 
Organbrei, g . . .| 0,5 0,5 1,0 1,0 |} 1,0 1,0 
l-Asparagin, g . . Kontrolle 0,1 Kontrolle | 0,1 Kontrolle | 0,1 


Xanthylharnstoff, g  0,0011 0,0008 0,0009 0,0008 0,0018 | 0,0018 
Harnstoff, g (pro 

100g Leber) . . 0,0423 0,0308 00170 0,0151  0,0340 — 0,0340 
Harnstoffzunahme . ~ 
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Tabelle VI. 
Nr. 14. Hund, .. Rivpeograsin td | or. 24 Stanton). 





i 
-low jrechts 12g | rechts 20,2 g 
Organ: | Niere | links 13,2 g “Lange links 92g | 


i il : Ul 


Organbrei, g . . .| 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 
l-Asparagin, g . . Kontrolle| 0,1 Kontrolle 0,1 Kontrolle | 0,1 
Xantbylharnstoff,g. | 0,0106 0,0104  0,0013 0,0008 | 0,0011 0,0009 
Harnstoff, g (pro 
100g Organ). . 0,2000 0,1962 0,0245 00,0151 || 0,0208  0,0170 
— — 1 


Harnstoffzunahme . — 


Pankreas (9 g) 


Tabelle VII. 
Nr. 15. Hund, o. K6rpergewicht 3810 g (37°, 24 Stunden). 





Nebenniere { leks 00be" GroBhirn (56 g) 


Organbrei, g 0,2 | 0,2 1,0 1,0 
l-Asparagin, gg... . Kontrolle | 0,1 _ Kontrolle 0,1 
Xanthylharnstoff, g. . 0,0007 0,6006 | 0,0015 | = 0,0015 


0,0545 || 0,0288 | 0,0283 


Harnstoff, g (pro 100g 

Organ) 0,06386 | 

Harnstoffzunahme . . 
Tabelle VIII. 

Nr. 16. Hund, co. _ Raeponaewient 5600 g (37°, 24 Stunden), 





Serum | Leber (195 g) 


, | 1,0 2,0 2,0 0,5 
]-Asparagin, g . : | Kontrolle | 0,1 | Kontrolle | 0,1 | Kontrolle 
Xanthylharnstoff,g. || 0,0014 0,0013  0,0015 | 0,0014 | 0,0909 


Harnstoff, g (pro | 
100g Organ) . .| 0,0280 0,0260  0,0300 0,0280 | 0,0346 


Harnstoffzunahme 





Tabelle 1X. 
Nr. 23. Hund, g. _Seepenguetins & 6150 g (37°, 24 Stunden). 





rechts 30 g . 
links 17,5 g — 


Organ: | pom 





Organmenge lobe | thd 0,58 058 0,5 ¢ | 05g Joom leem leem 1 cem 
Pepton,g. .||) — 0,1 | - | 0,1 — 0,1 
Glycyl- | 

glycin,g =| — — |0,1 _ we 0,1 _— — — — 
Saelaeibere- 

stoff, g . - (0,009 0,0009 0,0008'0, 0010(0,0010,0,0009 0, 0013/0,0012 0, 0015 0,0015 
Harnstoff, g 

(pro 100 g 

Organ) . A 0.0846 r 0.8400 0308.0, 0385 0,0385 ,0,0346 0,0260 0, 0240, 0300,0,0300 
Harnstoffzu- | 

nahme. . _ — _— 
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1V. Einige Experimente iiber die bei der Harnstoffbildung in 
Betracht kommenden Fragen. 

a) Experimente iiber die Argininmenge vor und nach dem Versuch. 
Je 3g Hundeleber wurden in 10ccm Phosphatlésung (pa = 5,9) 
aufgeschwemmt, dazu je 0,2 g Asparagin zugesetzt, mit Toluol aseptisch 
gemacht und mit den Kontrollversuchen 24 Stunden lang bei 37° 
aufbewahrt. Die in der Leber frei vorhandene Argininmenge wurde 
nach der Sakaguchischen Methode! und die im Lebergewebe gebundene 
Argininmenge nach der Plimmerschen Methode? bestimmt. 


Tabelle X. 





| Gesamt-N, mg Arginin-N, mg  Harnstoff-N, mg Harnstoff, mg 
|| (pro 3g Leber) (pro 3g Leber) (pro 3g Leber) (pro 3g Leber) 


I- SCREEN &: ees 5 Seer eee 


| Kon- 1-Aspara- Kon- Aspara-| Kop. |Aspare-| xop. |l-Aspere- 


| trolle gin trolle 2 g) trolle (02 g) trolle (02 8) 
| 

Q Stunden... — — | e } 8 oH _ 0,46 0,46 
24 Stunden (37°) — ait, of ae en — — 3,60 3,70 
Harustoffzu- i 

nahme nach I 

24 Stunden . — — —_j-- 1,183 1,510 | 2,54 3,24 
0 Stunden, H Cl- 

Hydrolyse . . | 67,4 109.5 | 4,4 4.2 = - -- — 
24 Stunden, HCl- 

Hydrolyse . . 65,8 | 1040 21 | 2,0 — — —{|-—- 
Abnahme des 

Arginin-N. . -- — 2,3 2.2 - -- ~- -— 
Harnstoff-N, aus 

abyenommenen 

Arginin be- 

rechnet . . . —- ~- 1,15 1,10 — -- ~- = 


Da das Arginin schwer direkt im Leberbrei nachweisbar ist, habe 
ich sofort mit einer 25°%,igen Salzsiure den Leberbrei hydrolysiert 
und so durchschnittlich 4,3 mg Argininstickstoff pro 3g Leberbrei, 
ebenso mit wie auch ohne Asparaginzusatz gefunden. Nach Verlauf 
von 24 Stunden habe ich ebenfalls eine vollstandige Hydrolyse mit 
Salzsiure ausgefiihrt und durchschnittlich 2,05 mg Argininstickstoff 
erhalten. Wenn man diese Verminderung von Argininstickstoff nach 
24 Stunden als eine Spaltung des Arginins durch Arginase in Harnstoff 
und Ornithin auffaBt, so berechnet sich die entstandene Harnstoff- 
menge zu 1,13 mg. 

Daneben habe ich die Harnstoffmenge unmittelbar und nach 
24 Stunden nach der Xanthydrolmethode bestimmt und fand, dab 


1 S. Sakaguchi, The Journ. of Biochem. 5, 25, 1925. 
2 Plimmer, The chemical constitution of the proteins, Part I, Analysis, 
101, 1917; l’limmer u. Rosedale, Biochem. Journ. 19. 1020, 1925. 
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der Harnstoff im Kontrollversuch um 2,54 mg zugenommen hat; als 
Harnstoffstickstoff berechnet mithin 1,18 mg. Das ist, verglichen mit 
dem obenerwahnten, dem Arginin zugeschriebenen Harnstoffstickstoff 
(1,13 mg), etwas mehr, doch ist die Ubereinstimmung ziemlich gut. 
Beim Asparaginzusatz zeigt die Bestimmung nach 24 Stunden eine 
Zunahme von 3,24 mg gegen die unmittelbare Bestimmung. In Harn- 
stoffstickstoff umgerechnet betrigt diese Zunahme 1,51 mg. Zwischen 
dieser und der vorerwahnten, aus dem Arginin entstandenen Menge 
des Harnstoffstickstoffs besteht ein betrichtlicher Unterschied: eine 
Zunahme um 35°, (Tabelle X). 

Wie aus der Tabelle zu ersehen, betragt der Unterschied in den 
gefundenen Gesamtstickstoffmengen 42,1 mg zwischen dem _ mit 
Asparaginzusatz und dem als Kontrolle dienenden, ohne Zusatz an- 
gestellten Versuch; mithin hat sich 0,91 °%, des Asparagins nach diesem 
Experiment in Harnstoff verwandelt. 

b) Experimente mit Fermentpréparaten. Um den Einflu8 der 
anderen Fermente auf die Harnstoffbildung zu untersuchen, habe ich 
Taka-Diastase, Pankreasbrei, Darmschleimhautbrei und die Mischung 
dieser drei Substanzen auf Pepton einwirken lassen (24 Stunden lang 
bei 37° im Brutschrank). 

Tabelle XI. 
Nr. 38. Hund, 2. Kérpergewicht 4520 g, Leber 172 g (37°, 24 Stunden). 





Leberbrei,g ....) 0, 5 . ai aS | 


Pepton, g 0,1 


Taka-Diastase, g ; 
Pankreasbrei,g. . . 
Darmschleimhaut- 
brei. g 
Taka-Diastase,g . . 
Pankreasbrei,g. . . 
Darmschleimhaut- 
Wee cs 
Xanthylharnstoff, g . 


0.5 





Leberbrei,g .... 
Pepton, g 
Taka-Diastase, g : 
Pankreasbrei,g. . . 
Darmschleim haut - 

eS ear } R 
Taka-Diastase,g . . 0,1 
Pankreasbrei, g. . . 0,5 
Darmschleimhaut- ; 


. 


_ — _ 0,5 D 
Xanthylharnstoff,g . 0,0010 0,0010 0,0090  0,0020 0,0019 0,0122 


Bei diesen Experimenten wurde keine Harnstoffbildung nach- 
gewiesen. 
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Il. Teil. 


Experimente iiber die Harnstoffbildung aus Leber 
und Ammoniumsalzen. 


I. Experimente mit Leberextrakt. 


40 g Leberbrei werden in 160 cem Tyrodelésung 1 Stunde lang im 
Wasserbad bei 37° aufbewahrt und dann abfiltriert. Zu je 15 cem des 
Filtrats wurde 1,5cem 10% ige Lésung von essigsaurem, zitronensaurem, 
kohlensaurem, salzsaurem, phosphorsaurem, salpetersaurem oder schwefel- 
saurem Ammonium hinzugefiigt, schwer lésliches oxalsaures Ammonium 
wurde fein gepulvert und als Pulver zugesetzt. Mit Zusatz von Toluol 
24 Stunden lang im Brutschrank bei 37° aufbewahrt. 


Tabelle XII. 
Nr. 72. Kaninchen, co. Ké6rpergewicht 2250 g, Leber 56,7 g. 





Extraktlosung d. Leber- 
brei, ccm ... 2 15 15 15 15 15 
10% Am- 10% Am- 10% Am- 
Ammoniumsalze, je 1,5cem Kontrolle |Kontrolle;, monium- | monium- monium- 
carbonat  chlorid nitrat 
See {Ge ) sh. 0 24 24 24 24 
Xanthylharnstoff,g .. . 0,0011 0,0053 0,0024 0,0025 0,0024 
Harnstoff pro 100g Leber, g 0;0053 0.9270 0,0123 0,0110 0,0120 
Harnstoffzunahme . . . . — = -- 





Extraktlésung d. Leber- 


brei, ccm. . ‘ : 15 15 15 15 15 
10% Am-' 10% Am- 10% Am- 10% Am-) Ammon.- 
Ammoniumsalze, je 1,5 ccm monium- monium- monium- monium- | oxalat 
\ phosphat | sulfat acetat citrat (0,15 g) 
Stunden (37°). . 2... 24 24 24 24 24 
Xanthylharnstoff, g . . . 0,0017 0,0026 0,0018 0,0024 0,0014 


Harnstoff pro 100g Leber, 8 0,0087 0,0139 0,0092 0,0123 0,0072 
Harnstoffzunahme . . . _ oo ae “se ek 


Wie die Tabelle zeigt, ist die Harnstoffbildung durch Leberextrakt 
aus den Ammoniumsalzen nicht nachweisbar. Bei den mit Ammonium- 
salzen versetzten Proben fie] die Harnstoffmenge kleiner aus als bei 
den Kontrollversuchen. In unter gleichen Bedingungen wiederholten 
Experimenten bekam ich das gleiche Resultat. 


II. Experimente mit Leberbrei. 


In die Tyrodelésung oder Phosphatlésung mit pa = 5,3 und 
6,2 brachte ich Leberbrei una verschiedene Ammoniumsalze. Mit 
Zusatz von Toluol bei 37° 24 Stunden lang im Brutschrank stehen- 
gelassen. 
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Tabelle XIII. 
Nr. 76. Kaninchen, o'. Ké6rpergewicht 2760 g, Leber 65,4 g. Ha 
i a | Ka 


Leberbrei,g. . . 3 3 | 8 3 ot oe i” 
/Ammo-| Ammo- Ammo- | Ammo- 
|| Kontrolle Kontrolle;| nium- | nium- nium- | nium- 
|| acetat | chlorid carbonat | sulfat die 
Tyrodelésung, Aut 
Ws Sok 20 20 20 20 20 20 : 
Stunden (37°) . . 0 24 24 a | @ | stof 
Xanthylharn- mit 
stoff,g.... 0,0036 | 0,0102 | 0,0064  0,0064 0,0075 0,0058 
Harnstoff pro 
100 g Leber, g 0,0229 | 0,0648 | 0,0406 0,0406 0,0479 0,0368 pu 
Harnstoffzunahme | | j|-- _ — — lésu 
Tabelle XIV. Die 
Nr. 114. Kaninchen, o. Kérpergewicht 2340 g, Leber 65,5 g. Kor 
i ‘ Men 
| 


Leberbrei,g ...... 1.0 1,0 1,0 1,0 1,9 m 
Ammo- Ammo- Ammo- 

Kontrolle |Kontrolle| nium- nium- nium- 
i carbonat  chlorid nitrat 





10% Ammonium- am 


salze, je 1,5¢cem 


gefi 





10% Ammoniumsalze, je } 
1,0 cem | 


Phosphatlésung 

(pa = 5,8), ceem.. . 10 10 10 10 , 0 
Stunden (879). . . 2... 0 24 24 24 24 
Xanthylharnstoff,g . . . 06,0911 | 0,0105 0,0051 0,0996 0,0092 
Harnstoff prol00gLeber,g —0,0208 0,1981 0,1020 0,1920 0,1840 
Harnstoffzunahme . . . . _— —_— — 





Leberbrei,g ...... 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 

{ Ammo- Ammo- Ammo- | Ammon.- 

nium- nium- nium- oxalat 
phosphat —sulfat citrat (0,1 g) 


10% Ammoniumsalze, je 
1,0 cem 





Phosphatlésung 

(Pua == 5,3), com... 10 10 10 10 10 
Stunden (379). . .... 24 24 24 24 24 
Xanthylharnstoff,g ... 0,6081 0,0094 0,0098 0,0098 0,0095 
Harnstoff pro109g Leber, g  0,1620 0,1883 0,1969 0,1960 0,190 
Harnstoffzunahme. . . . — — — — - 








Tabelle XV. beim 
Nr. 8. Hund, co. Kérpergewicht 4340 g, Leber 171 g. verm 
a a f nur 


Leberbrei,g... . 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 f optin 
Ammo- Ammo- Ammo- | Ammo- Ammon. 


sem ene tam ea eprint Net" 





salze, je 1,0 cem 


10% Ammonium- ‘ . - . : 
‘te aces nium- nium- | nium- | nium- | oxalat 


earbonat chlorid  nitrat sulfat (91 ¢) 
Phosphatlésung 

(Py=6,2) cem. . 10 10 10 10 10 4 
Stunden (37°) . . . 24 24 24 24 24 ! “ 
Xanthylharnstoff,g. 0,0030 | 0,0016 0,0020 0,0020 0,0029 lésun, 
Harnstoff pro 100g Als B 

Leber, g ....) 0.1154 | 0,0615 0,0769 0,0769  0,1115 — 0,1154 : 
Harnstoffzunahme aa — — — ausge 

Bio 
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Aus den verschiedenen Ammoniumverbindungen entsteht kein. 


Harnstoff durch Einwirkung von Leberbrei des Hundes oder des 
Kaninchens. Unter den zur Untersuchung gekommenen Substanzen 
jst das Ammoniumearbonat zur Harnstoffbildung des Leberbreies 
am wenigsten giinstig. Diese Erscheinung ist wahrscheinlich auf 
die stark alkalische Reaktion der Lésung zuriickzufiihren. Zur 
Aufklarung der Wirkung des Ammoniumcarbonats auf die Harn- 
stoffbildung habe ich weiter dieselben Versuche in der Lésung 
mit der gleichen Wasserstoffionenkonzentration der Lésung aus- 
gefihrt. Als Kontrollésung diente eine Phosphatlésung von 
pu = 6,0. 10° ,ige Ammoniumcarbonat- und Ammoniumbicarbonat- 
lisung wurden mit einer Phosphatlésung von px = 4,4 gemischt. 
Die Mischungen haben kolorimetrisch das gleiche px wie die 
Kontrollésung. Zu diesen drei Lésungen habe ich eine bestimmte 
Menge Leberbrei und Toluol zugegetzt und sie 24 Stunden lang 
im Brutschrank bei 37° stehengelassen. 


Tabelle X V1, 
Nr. 50. Hund, 9. Ké6érpergewicht 5350 g, Leber 176 g (37°, 24 Stunden). 





Phosphatlosung, 

Po,com ... 50 50 50 50 50 50 
(pu=6,0) (PH =6,0) (pH =4,4)| (pH=4,4) (pH=4,4) (pH =4,4) 

10% Ammonium- 


carbonat, ccm . Kontrolle Kontrolle 0,5 0,5 -— — 
Ammonium- 

bicarbonat, eem Kontrolle Kontrolle oe — 05 0,5 
py n. der Mischung 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 6,0 
Xanthyl- 

harnstoff,g . . 0,0017 0,0018 | 0,0012 0,0012 0.0013 0,0014 


Harnstoff pro 100 g 
Leber, g . . .| 011383 0,1200 | 0,0800  0,0800 | 0,0867 0,0933 


Auch in diesen Experimenten sieht man die Harnstoffbitdung 
beim Ammoniumbicarbonat und besonders beim Ammoniumcarbonat 
vermindert. Die Harnstoffbildung wird bei Ammoniumcarbonat nicht 
nur durch dessen alkalische Reaktion, sondern auch selbst bei der 
optimalen Wasserstoffionenkonzentration gehemmt. 


ll]. Experimente mit gekochter Leber. 


20 Minuten lang bei 100° erhitzte Kaninchenleber wurde in T yrode- 
losung aufgeschwemmt, dazu verschiedene Ammoniumsalze zugesetzt. 
Als Kontrollversuche wurden die gleichen Versuche mit frischer Leber 
ausgefiihrt. 
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Tabelle XVII. 
Nr. 80. Kaninchen, o'. Kérpergewicht 2680 g, Leber 56,2 g. 





Leberbrei, g....... 3 3 3 
Frische Leber 


10% Ammoniumsalze, je 





Me eg ny Kontrolle Kontrolle Ammoniumsulfat 

Tyrodesche Lésung, ccm . . 20 20 

Stunden (879) ...... 0 24 24 

Xanthylharnstoff, g... . 0,0018 0,0060 0,0085 

Harnstoff pro 100g Leber, g 0,0114 0,0391 0,0222 

Harnstoffzunahme wie _ 

Leberbrei, g....... 3 8 3 3 3 

Bei 100° 20 Minuten erhitzt 

10% Ammoniumsalze, je \K i {| Ammo- | Ammo- | Ammo- | Ammo- 
5 on ontro le) nium- nium- nium- nium- 
: acetat carbonat = chlorid _ sulfat 

Tyrodesche Lésung, cem. . 20 20 20 20 20 

Stunden (879) ...... 24 24 24 24 24 


Xanthylharnstoff, g.... 0,0022 0,0014 0,0013 | 0,0013 | 0,0012 
Harnstoff pro 100 g Leber, 6 0,0139 0,0089 0,0080 | 0,0080 | 0,0076 
Harnstoffzunahme ‘ — _— — _ -- 


Aus Ammoniumsalzen entsteht somit kein Harnstoff. 


IV. Experimente mit verschiedenen Mengen von Ammonsalzen. 

Zu 20cem der T'yrode-Lésung wurden 0,2 bis 0,0062 g Ammo- 
niumchlorid und eine bestimmte Menge Leberbrei zugefiigt und 
mit Toluol antiseptisch gemacht. 


Tabelle XVIII. 
Nr. 82. Kaninchen, oc’. Ké6érpergewicht 2400 g, Leber 70 g. 





Leberbrei, g . . 3 3 3 3 3 3 8 3 
Deceedcebkota. g Kontrolle Kontrolle 0,2 (0,1 (0,05 0,025 0,0125'0,0062 
Tyrode sche 

Lésung, com. . . 20 20 20 20 | 20 = | 20 20 
Stunden (379) . .. 0 24 24 24 24 24 24 


Xanthylharnstoff. g . 0,0041 0, 0070 0 0044 0, aso 0,0063 0 0066 0,0065 0,0067 


Harnstoff pro 100 ¢ 
Leber,g..... 0,0257 | 0,0450 0. ,0298, 0,0400 0, 0420 0,0440 0 0433 0,0447 


Aus Ammoniumchlorid wird kein Harnstoff gebildet, auch wenn 
es in verschiedenen Konzentrationen angewandt wird. 


V.:Experimente iiber Harnstoffbildung aus Ammonium- 
bicarbonat. 
Zur Nachpriifung der Arbeit von Abderhalden und Buadze nahm 
ich gleichzeitig mit der 10°,igen Ammoniumbicarbonatlésung eine 
Phosphatlésung von pu = 8,1, da die 10°,,ige Bicarbonatlésung kolori- 
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metrisch sowie elektrometrisch pa = 8,1 zeigt. Dabei ist zu bemerken, 
daB die Versuchslésung auf dem Wasserbad eine starke Triibung zeigt 
und selbst nach der Filtration nicht ganz klar ist. Diese Triibung 
nimmt durch Zusatz von Eisessig zu, so daB die quantitative Be- 
stimmung unmdglich wird. Ich bin daher so vorgegangen, daB ich erst 
diese Triibung abfiltriert, mit heiBem Wasser gewaschen und dann 
nach der Methode von Abderhalden und Buadze den Harnstoff bestimmt 
habe. Andererseits habe ich auch nach meiner Untersuchungsmethode 
den Harnstoff bestimmt. 


Tabelle XIX. 








' a 
ES . - = ‘ Pu 
zs Sex z E es f—, 
a5 =26E = it 
5% Wasser | $¢ | = Dauer By a 
= 8 Sin z S Se vor dem | nach dem 
Es  & ho = lol Versuch | Versuch 
g ecm ecm °C Tag g g | 
| 
10 100 _ 37 14 5 | 0,0159 8,1 8,5 
— | 100 -- 37 14 5 =| 0,9202 7,0 6,8 
_— _— 100 37 14 5 | 0,0170 8,1 7,6 


Wie die Tabelle zeigt, ist die Menge des Dixanthylharnstoffs bei 
Bicarbonatzusatz geringer als bei den Kontrollversuchen. In der 
Phosphatlésung entsteht dieselbe Menge Harnstoff wie in der Bi- 
carbonatlésung. Wenn man die Wasserstoffionenkonzentration vor 
und nach dem Experiment vergleicht, nimmt nach dem Experiment 
die Alkalinitaét bei Zusatz von Ammoniumbicarbonat zu und ohne 
Ammoniumbicarbonatzusatz ab (Tabelle XIX). 


VI. Wirkung der verschiedenen Organbreie auf die 
Ammoniumsalze. 


Die Leberbreiprobe habe ich von neuem zum Vergleich mit anderen 
Urganen benutzt. Mit Niere, Lunge, Herz, Muskel, Blut und Serum 
habe ich ebenfalls negative Resultate erhalten. 


Tabelle XX. 


Nr. 45. Kaninchen, oc’. Kdérpergewicht 2535 g (37°, 24 Stunden). 





Organ: Leber | Niere Lunge Herz 

Organbrei, g ......) 4 4 3 3 3 3 2 2 
10% Ammonium- 

chlorid, com .....) — 1,0 — 1,0 ~- 1,0 - 1,0 
Xanthylharnstoff, g . . . 9,0147.0,0141 0,0373 0,0358 0,0993 0,0084 0,0065/0,0056 
Harnstoff pro 100g 

Organ, g. .. . . . . 0,0525'0,0504 0,1776 0,1704 0,0443 0,0400 0,0461 0,0400 
Harnstoffzunahme . . . . _ — — _ 
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Tabelle XX (Fortsetzung). 





Organ: Muskel Blut (ecm) Serum (ccm) 


Organbrei, g...... 3 3 15 15 10 10 
10% Ammonium- 

chlorid, cem ..... _ 1,0 -- 1,0 —- 1,0 
Xanthylharnstoff,g . . . 0,0096 0,0092 0,0196 0,0167 0,0187 90,0182 
Harnstoff pro 100¢ 

Organ,g. ...... 90,0455 0.0438 0,0373 | 0,0318 | 0,0533 00520 


Harnstoffzunahme . 


Zusammenfassung. 


1. Zufuhr von Sauerstoff begiinstigt die Harnstoffbildung aus 
Aminoséuren. Zusatz von defibriniertem Blut statt Sauerstoff wirkt I 
kaum ginstig. 

2. Andere Organe (Niere, Nebenniere, Milz, Pankreas, Lunge, 

Herz, GroBhirn, Muskel, Blut und Serum) bilden aus Aminoséuren 
keinen Harnstoff. 

3. Der Argininverbrauch bei der Harnstoffbildung aus Amino- (Au 
siuren vor und nach dem Versuch zeigt keine nennenswerte Differenz 
im Vergleich mit dem Kontrollversuch. 

4. Andere Fermente (Taka-Diastase und die Fermente aus Pankreas 
und Darm) beteiligen sich nicht an der Harnstoffbildung. 


5. Harnstoffbildung aus Ammoniumverbindungen ist beim Versuch darg 
mit Leberbrei nicht zu konstatieren. gelir 
hohe 


Zum SchluB sei es mir erlaubt, unserem Vorstand, Herrn Prof. K. Manabe, 


fiir seine liebenswiirdige Anregung und Herrn Dr. M. Arai fiir seine un- befa 

ermiidliche und freundliche Leitung bei dieser Arbeit meinen herzlichen wirk 

Dank auszusprechen. Fehl 

Die Kosten meiner Experimente wurden bestritten aus einem Stipen- mith 
dium des Unterrichtsministeriums, das Herrn Dr. M. Arai und Herrn it 
Dr. B. Inoue gewahrt wurde, und aus einem Stipendium des Herrn Prot. - 
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Uber die multiple Natur der Fermenttriger bei der 
Polypeptidspaltung durch Hefemazerate. 


Il. Mitteilung: 


Die Aktivierbarkeit lediglich héihere Polypeptide spaltender Glykokoll- 
eluate fiir Dipeptide'. 


Von 
A. Fodor und L. Frankenthal. 


(Aus dem Institut fiir Bio- und Kolloidchemie der Hebraischen Universitat 
Jerusalem. ) 


(Eingegangen am 28. Januar 1931.) 


In unserer ersten Mitteilung iiber diesen Gegenstand konnte 
dargetan werden, daB es unter Zuhilfenahme einer besonderen Methode 
gelingt, Eluate von Hefekaolinadsorbaten zu gewinnen, die lediglich 
héhere Polypeptide, d.h. solche von Tripeptiden aufwarts, zu spalten 
befahigt sind, nicht aber Dipeptide, die nach 20 bis 24 Stunden Ein- 
wirkungszeit héchstens eine geringfiigige Spaltung, deren Wert die 
Fehlergrenze der Methode eben iiberschreitet, aufweisen. Wir diirfen 
mithin zwischen zwei darstellbaren Eluaten unterscheiden, die wir 
mit den Zeichen A und B markieren. Eluat A wird aus den soweit 
als méglich ausgewaschenen Kaolinadsorbaten des Hefeextraktes durch 
direkte Elution mit einer Glykokollésung dargestellt. Es wirkt sowohl 
auf Tri- als auch auf Dipeptide ein, und zwar auf erstere starker. Eluat B 
ist das Produkt der Behandlung von den Saéurekoagulaten des Hefe- 
saftes mit Glykokollésung, also des mit aktiver Substanz beladenen 
gefallten Hefephosphorproteins. Es spaltet so gut wie ausschlieBlich 
Tripeptide und, wie gesagt, keine Dipeptide. 

Bereits in der zitierten Mitteilung haben wir bei der Erwagung dieses 
spezifischen Verhaltens des Eluates B auf die Méglichkeit hingewiesen, 
daB ein im Eluat A noch anwesender Zwischentrager, der nicht nur Tri- 
sondern auch Dipeptiden zuganglich ist, in Eluat B infolge der veriinderten 
Pripariermethode, die eine viel griindlichere Reinigung gestattet, zum 


1 |. Mitteilung, diese Zeitschr. 229, 16, 1930. 
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Ausfall gelangt, und da hier Glykokoll als einziger Trager der aktivey 
Substanz anwesend ist. Wie aus zahlreichen Belegen hervorgeht, stellt das 
Glykokoll ausschlieBlich fiir héhere Peptidverbindungen, insbesondere fii: 
Tripeptide und Peptone, den geeigneten Trager dar, indes fiir Dipeptice 
keine Ubertragbarkeit der aktiven Materie seitens dieses Tragers nachzi 
weisen ist. 

Es mége hier kurz wiederholt werden, daB sich in den urspriing- 
lichen Hefemazeraten die zymoaktive Substanz auf eine gréBere Anzah| 
von Tragern verteilt. Zunichst ist das darin enthaltene Protein mit 
ihr beladen, sodann weitere Stoffe, die nach der vorsichtigen Koagulation 
des Proteins mit Saéure im Filtrat verbleiben. Wir haben sie in friitheren 
Mitteilungen als Trager X bezeichnet, ohne auf ihr Wesen naher ein- 
gehen zu kénnen. In der letzten Mitteilung konnten wir dartun, dal 
das gefallte Protein sowohl auf Di- als auch auf Tripeptide wirkt und 
die letzteren, was Aktivitat betrifft, bevorzugt. Ferner konnten wir 
zeigen, daB auch das Filtrat der Proteinfallung diese beiderseitige 
Wirkung ausiibt, wobei sich das Verhaltnis hier in der Regel zugunsten 
der Dipeptidspaltung umkehrt. Bei der Behandlung der griindlich 
ausgewaschenen Saurefillung mit Kaolin wird das Protein zusammen 
mit seiner aktiven Beladung adsorbiert, nach dem Eluieren mit Glykokol] 
erscheint jedoch die Einwirkung auf Dipeptide ausgeléscht. 

Beruht nun diese spezifische Einstellung des Eluates B auf der 
selektiven Elution eines auf héhere Peptidketten wirksamen Ferments. 
wie es auf den ersten Blick als das Wahrscheinlichste erscheinen mag. 
oder aber wird, wie es unserer bisherigen Auffassung entspricht, durch 
die beschriebene Operation ein weiterer Trager ausgeschaltet, der 
gerade die aktive Materie an die Dipeptide itibermittelt? 

Um dieser fiir das Verstaéndnis der Fermentwirkung so wichtigen 
Frage naherzutreten, wurden von uns Versuche gemacht, um die Natu: 
der in dem vom Protein abgetrennten Filtrat anwesenden Trager, 
soweit es méglich ist, zu erkennen. Dies geschah unter der Annahme. 
daB in den beide Wirkungen zur Schau tragenden Eluaten A neben 
dem als eluierender Trager in Frage kommenden Glykokoll noch ein 
Nichtproteintraiger zugegen ist. Dieser gerade fiir die positive Dipeptid- 
spaltung ausschlaggebende Trager miiBte sich sodann noch in ver- 
schiedenen anderen Lésungen auffinden lassen, insbesondere in den 
Filtraten des Eiwei8koagulums und auch in den Ultrafiltraten dei 
urspriinglichen Mazerate. Dieses letztere unter der Voraussetzung, 
daB der in Rede stehende Trager keine ausgesprochene Kolloidnatur 
besitzt. 


Unsere Versuche beginnen zuniachst mit der Dialyse des Eluates A. 
Befindet sich in diesem ein Nichtprotein als Trager, der den Dipeptiden 
zugute kommt und den wir der Kiirze halber T'rdger K bezeichenen wollen. 
so muB sich dieser Umstand bereits bei der Dialyse manifestieren. Wirklic!: 
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finden wir, daB nach erfolgter 42stiindiger Dialyse die Dipeptidspaltung auf 
etwa 41% ihres urspriinglichen Wertes, die Tripeptidspaltung dagegen auf 
etwa 15% herabgesunken ist. Da nunmehr, wie wir es als festgestellt 
hetrachten diirfen, das Glykokoll als Trager der Dipeptidspaltung nicht in 
Betracht kommt, so deutet dieser Ausfall des Dialysierversuchs darauf, 
daB der Trager K ein schwer diffusibler Stoff ist und bei der Dialyse eine 
relativ viel geringere EinbuBe erlitt als das leichtdiffusible Glykokoll, das, 
nach der negativen Ninhydrinreaktion zu urteilen, vollstandig hinaus- 
diffundierte. Der verbleibende Trager K besorgt nunmehr die Ubertragung 
sowohl auf das Di- als auch auf das Tripeptid, wobei aber das letztere viel 
schlechter wegkommt. Diese Begiinstigung der Dipeptidspaltung gegeniiber 
der Tripeptidspaltung erinnert sehr lebhaft an die Verhaltnisse im Filtrate 
des Saurekoagulums und deutet darauf, daB auch in diesen unser Trager K 
wirksam ist und die gleiche Unterschiedlichkeit der Spaltung beider 
Substrate zu verantworten hat. 


Bei der Priifung vom nichteiweiBartigen Anteil des Mazerates haben wir 
diesmal die Fallung mit Saéure vermieden, und zwar aus dem Grunde, 
weil die Saure nur das Phosphorprotein, bekanntlich im aktiven Zustande, 
nicht aber auch albuminartige EiweiBe, die im Mazerat anwesend sind, 
zur Flockung bringt. Dagegen leistete uns ein durch Dialyse gereinigtes 
Eisenhydroxydsol sehr gute Dienste. Mit seiner Hilfe gelingt es praktisch 
eiweiBfreie Filtrate zu gewinnen, die wiederum die bevorzugte Spaltung des 
Dipeptids gegeniiber dem Tripeptid aufwiesen. Wir waren in der Lage, 
die Tripeptidspaltung in diesen Fliissigkeiten um etwa 30° dadurch zu 
vergr6Bern, daB wir dem Mazerat vor seiner Ausfallung mit dem Sol Glyko- 
koll bis zum Gehalt von 2% zusetzten. Wiederum sehen wir hier die Ver- 
stirkung der Tripeptidspaltung durch das Glykokoll und finden darin einen 
weiteren Beweis seiner Tragerfunktion fiir dieses Substrat, ebenso wie wir 
friiher eine solche auch fiir Peptone festgestellt hatten. Der Zusatz des 
Glykokolls beeinflu8t die Dipeptidspaltung nur wenig, und zwar im Sinne 
einer geringen Hemmung. (Auch diese wurde von uns bereits friiher fest- 
gestellt.) 

Unterwirft man die Filtrate der Eisensolfallung einer relativ kurzen 
Dialyse, und zwar von einer etwa zweitagigen Dauer, so finden wir die 
Dipeptidspaltung véllig unverandert, indes die Tripeptidspaltung auf etwa 
80° ihres friiheren Wertes herabgesunken ist. Dieser Befund 1l4Bt sich 
wiederum nur unter der Annahme erkliren, daf der Trager K der Dialyse 
Widerstand leistet, was fiir das Glykokoll nicht zutrifft. Erst bei einer 
ersch6pfenden Dialyse, deren Dauer fiinf Tage erreichte, la8t sich eine Ver- 
minderung auch der Dipeptidspaltung konstatieren. Es ist uns von Dialy- 
sierversuchen mit Eluat A von friiher her bekannt, daB bei einer erschépfen- 
den Dialyse allméhlich die ganze Aktivitaét, offenbar infolge Fortdiffusion 
simtlicher Traiger, zum Verschwinden gebracht wird. Die Konstanz der 
Aktivitat fiir Dipeptide nach kurzer Dialyse schlieBt keineswegs aus, 
da8 auch Trager K nicht partiell diffundiert. Es ist aber zu bedenken, 
daB der verbleibende Anteil dieses letzteren mit aktiver Materie gesattigt 
bleibt, da er solche vom intensiv abdiffundierenden Glykokoll iibernimmt. 


Auf Grund der beschriebenen Versuche und ihrer Ergebnisse wurden 
wir in unserer Annahme, daB ein besonderer Trager der Dipeptidspaltung 
existiert, bestarkt. Er muBte nicht nur im Eluat A, sondern auch im 
nichtproteinischen Anteil des Mazerats angenommen werden. Dieser 
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Trager K vermittelt in diesem <Anteil sowohl die Spaltung der Di- 
peptide, als auch der héheren Peptidketten, und zwar unter Bevor- 
zugung ersterer. Unsere weiteren Versuche verfolgten das Ziel, der 
Natur dieses Tragers nachzugehen. 

Bei diesem AnlaB wurden wir von folgendem Gedankengang 
geleitet: Infolge seiner schweren Diffusibilitat konnte Trager K ein 
Proteinspaltprodukt héherer Ordnung darstellen, z. B. eine Albumose 
bzw. hochmolekulares Pepton. Ist dies der Fall, so war zu erwarten, 
daB er sich bei der Autolyse der Hefe besonders vermehrt, und sich 
bei der Dipeptidspaltung geltend macht. Es werde in diesem Zu- 
sammenhang daran erinnert, daB nach weit zuriickliegenden Versuchen 
von Abderhalden und Fodor die Dipeptidspaltung bei der Lagerung 
von Hefemazeraten bei Zimmertemperatur in der ersten Zeit bedeutend 
zunimmt und dann nach einigen Tagen wieder abflaut. Nach der 
Auffindung des Tragerwechsels in den letzten Jahren haben wir diese 
Erscheinung unter Zuhilfenahme von neu auftretenden Tragern ge- 
deutet. Die nunmehr angestellten Versuche ergaben, daB bei der Auto- 
lyse lebender Hefe, die nach ihrer plasmolytischen Zerstérung mit 
Essigiéther vorgenommen wurde, die Dipeptidspaltung in der Tat 
um ein Bedeutendes, etwa um 25°, ansteigt, waihrend die Tripeptid- 
spaltung beinahe unverandert bleibt. Der Autolyseversuch wurde 
mit lebender Backerhefe und nicht mit Trockenhefe vorgenommen, 
weil sich bei der Mazeration der letzteren autolytische Prozesse nicht 
vermeiden lassen und uns gerade die erste Phase der Autolyse inter- 
essieren mubBte. 

AuBerordentlich vielsagend ist das Ergebnis des Dialysierversuchs 
mit einem weitgehend autolysierten Hefeprodukt. Es zeigte = sich 
nimlich, daB hier die Dipeptidspaltung herabsinkt, indes die Tripeptid- 
spaltung unverandert bleibt. Esstellt sich also das umgekehrte Verhaltnis 
ein wie in den zuvor beschriebenen dialysierten Systemen. Die Ursache 
dazu ist nicht weit entfernt: Hier kommt keine Diffusion eines spezi- 
fischen Tragers fiir die Tripeptidspaltung in Frage, wie dort die des 
Glykokolls. Die Wirkung geht hier einmal vom Protein aus, das einen 
Trager fiir beide Substrate darstellt, ferner vom Trager K, der im 
Verlauf der Dialyse Verluste an Quantitiat erleidet. Fir die Tripeptid- 
spaltung kann unter diesen Umstanden kein Ausfall erwartet werden, 
da doch das Protein nicht diffundiert. Dagegen muB die Intensitat 
der Dipeptidspaltung leiden, weil der wichtigste Trager der letzteren 
an Menge verliert. Die relativ starken Verluste an Trager K bei einer 
kurzen Dialyse, wie im gegebenen Falle, soll uns nicht weiter befremden, 
da die Diffusion gerade in den ersten Stunden am intensivsten ist und 
selbst bei einem schwer diffusiblen Stoff recht bemerkbar wird. Bei 
langerer Dialyse verzégert sich die Diffusion in dem MaBe, als sich die 
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Membran durch die anwesenden kolloiden Stoffe verstopft. AuBerdem 
wurde im vorliegenden Versuch das durchlassigste Filtermaterial, 
namlich 11/, °,iges, verwendet. 

Aus dem vorliegenden Autolyseversuch geht hervor, daB weder 
die Vermehrung noch die Verminderung des Tragers K einen nennens- 
werten EinfluB auf die Aktivitat der Tripeptidspaltung ausiibt. Damit 
ist freilich noch nicht bewiesen, daB Trager K den Trager fiir die Di- 
peptidspaltung in spezifischer Weise darstellt. Bei einer Vielheit von 
Tragern befindet sich die zymoaktive Substanz iiber die Gesamtheit 
der ersteren verteilt, und das Auftreten eines neuen Tragers muB noch 
keine unbedingte Aktivitatszunahme fiir simtliche spaltbaren Substrate 
mit sich bringen. Die Methode des direkten Beweises unter Verwendung 
von an sich inaktiven Ultrafiltraten muBte unsererseits noch angewendet 
werden, um der Frage nachzugehen, ob die bei der Autolyse vor sich 
gehende Tragerbildung nur fiir die Spaltung von Dipeptiden oder 
auch fiir jene der Tripeptide Bedeutung hat. 


Die Versuche mit Ultrafiltraten wurden unter Verwendung des 
Eluates B, das, wie wir wissen, so gut wie ausschlieBlich Tripeptide 
spaltet, angestellt. Als aktivierendes System diente ultrafiltriertes 
Autolysat lebender Backerhefe und als Substrat das gleiche Dipeptid 
bzw. Tripeptid. Die Fragestellung konzentrierte sich auf das folgende: 
Wird durch das aktivierende System die Aktivitét des Eluates B 
fir Dipeptide hergestellt und beeinfluBt ersteres gleichzeitig auch 
die Tripeptidspaltung? 

Die Versuche zeigen, da das zuvor Dipeptiden gegeniiber inaktive 
Eluat B durch das Ultrafiltrat der autolysierten Hefe, das an sich sehr 
schwach wirksam ist und dessen geringfiigige Eigenaktivitiét durch 
einen entsprechenden Nullversuch ausgeschaltet wird, aktiviert wird 
und daB die Aktivierung im Maximalfalle einem Umsatzgewinn von 
32, gleichkommt. (Auf die optisch-aktive Komponente des razemischen 
Substrats berechnet.) Gleichzeitig werden wir durch den Versuch 
unterrichtet, daB die Tripeptidspaltung gleichfalls erhéht wird, wenn 
auch in etwas geringerem MaBe. 

Dagegen ist die aktivierende Wirkung eines mit Kaolin behandelten 
Ultrafiltrats gleich Null. Endlich zeigen weitere Versuche, daB auch 
getrocknete Oberhefe aktive Ultrafiltrate liefert, die Eluat B sowohl 
fir Leucylglycin als auch fiir optisch-aktives Glycylleuci in aktivieren. 


Das Ergebnis der Aktivierungsversuche ist unseres Erachtens der 
Beweis, daB die Dipeptidspaltung nicht auf eine besondere Dipeptidase 
zurickgefiihrt werden mu, sondern auf die Anwesenheit besonderer 
Trager. Einen dieser stellt das fallbare Hefeprotein dar, der andere 
ist in den Filtraten der Proteinfallung enthalten und ferner in den 
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Ultrafiltraten der gleichen Hefeausziige, aus denen das Protein mit Hilfe 
von Saure oder Eisensol ausgeflockt wird. Dieser Trager ist ein Protein- 
spaltungsprodukt, das sich durch Kaolin adsorbieren laBt. Diese Eigen 
schaft, ferner seine relativ langsame Diffundierbarkeit durch Dialysier- 
membrane, spricht fiir die noch hochmolekulare Natur dieses Tragers. 
Hinzufiigen diirfen wir, daB die Anwesenheit eines unserem Trager Kk 
analogen Tragers in Extrakten der Pankreasdriise angenommen wurde!, 
Ferner gelang uns der Nachweis, daB wasserige Ausziige von Pankreatin- 
praparaten der Firma Parke, Davis & Co., London, auf Dipeptide 
unmittelbar nicht einwirken, erst nach einer bestimmten Latenzzeit, 
die mit der Autolyse des Auszuges symbat verliuft?. Die Darstellbar- 
keit des lediglich auf Tripeptide wirkenden Eluats B bringt uns erst in 
die Lage, die Existenz eines solchen Tragers in direkter Art nach- 
zuweisen. 

Auffallend ist tibrigens die Adsorbierbarkeit des Tragers K durch 
Kaolin. Bekanntlich sind niedere EiweiBspaltungsprodukte, wie die 
Aminosiuren und Polypeptide, durch andere Adsorbenzien als Tier- 
kohle tiberhaupt nicht adsorbierbar gewesen. Dieser Umstand ver- 
anlaBt uns zur Annahme, daB unser Trager K in geringerer Weise 
abgebautes Protein darstellt, vielleicht einen noch hochmolekularen 
Proteinkomplex, dessen Adsorbierbarkeit erhalten blieb *. 

Wichtig ist ferner hervorzuheben, daB ein noch hochmolekulares 
Proteinspaltungsprodukt, wie Trager K, gerade als genereller Trager 
fiir Polypeptidspaltungen in Frage kommt, indes Aminosauren, wie 
das Glykokoll und noch andere mehr, in ihrer Eigenschaft als Trager 
lediglich fiir die Spaltung héherer Peptide und nicht fiir die der Dipeptide 
in Funktion treten. Unsere Kenntnisse sind noch zu dirftig, um Unter- 
schiedlichkeiten, wie die vorliegenden, deuten zu kénnen. Phano- 
menologisch stehen die Dinge derart, daB mit zunehmender Spaltung 
des originaren Fermenttraigers, namlich des Hefephosphorproteins, 
das seinerseits als genereller Trager der Peptidspaltung eintritt, Trager- 
gemische entstehen, die fiir die Dipeptidspaltung mehr und mehr 





1 R. Schénfeld- Reiner, Fermentforschung 12, 67, 1930. 

2 Diese Zeitschr. 228, 101, 1930. 

’ Es steht durchaus im Rahmen der von uns vorgesehenen Méglich- 
keiten, daB auch ein Polypeptid wie das Glutathion gleich anderen &hnolich 
beschaffenen Proteinderivaten Traégerfunktionen besitzt und Ferment- 
spaltungen férdert bzw. hemmt. Als aktivierendes Agens im Ultrafiltrat 
unserer Hefeautolysate kommt es jedoch nicht in Frage, da dieses Agens. 
wie wir gesehen haben, durch Kaolin adsorbiert wird, was fiir Glutathion 
nicht zutrifft. Das Herausgreifen des letzteren aus der Fiille von Poly- 
peptiden, die als Trager proteolytischer Fermentwirkungen in Frage kommen. 
ware aber an sich unbegriindet. (Mit Bezug auf W. Grassmann u. Mitarbeiter. 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 194, 124, 1931.) 
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refraktér werden. Wahrend ein Zwischenprodukt der Proteolyse, 
wie Trager K, die generelle Trigerwirkung des nativen Proteins noch 
konserviert, muB bei zunehmender Menge an Aminosiduren, den End- 
produkten der EiweiBspaltung, die Dipeptidspaltung aufhéren. Dieser 
Umstand erklirt auch die allgemein bekannte Vergdnglichkeit der Di- 
peptidspaltung in den verschiedenen Extrakten. Diese Subtilitat der 
Dipeptidspaltung wurde bisher mit der Zerstérung der Dipeptidase 
erklart bzw. mit ihrer Hemmung durch die Reaktionsprodukte. DaB 
die Reaktionsprodukte in der Tat eine Hemmung ausiiben, ist nicht 
von der Hand zu weisen, da nach Versuchen von Schénfeld- Reiner} 
die dialytische Reinigung die stark reduzierte Dipeptidspaltung, die 
beim Lagern von Pankreasausziigen sich einstellt, zum Teil wieder 
verstarkt. Dagegen ist uns aus denselben Versuchen der Befund bekannt 
geworden, daB, so oft das Lagern mit einer Reduktion der Dipeptid- 
spaltung auf den Wert Null endigte, die dialytische Reinigung keine 
Aktivierung mehr hervorbrachte. Diese Vernichtung der Dipeptid- 
spaltung beim Lagern ist offenbar mit einer weitgehenden Proteolyse 
in Zusammenhang zu bringen, so weitgehend, daB der EiweiBabbau 
vollstandig wurde und die der Dipeptidspaltung giinstigen Trager 
daher vollig zerstért worden sind. 


I. Eluat A. 


Ferment: Eluat A wie gewéhnlich dargestellt. — AuBerdem wurde dieses 
Eluat einer 42stiindigen Dialyse durch Pergamentpapier im Wegelin- 
schen Perkolator unterworfen, bis die Lésung keine Reaktion mehr mit 
Ninhydrin gab. 


Substrate: d, l-Leucylglycin, etwa 5° ig (abgekiirzt Lgl). 
d, |-Leucylglycylglycin, etwa 5°, ig (abgekiirzt Lglgl). 











Nicht dialysiert Dialysiert 
ae = = <= ee ee 
Temperatur 25°. Z a | a & Pa 
Je 2ecm = = = = = 
wurden mit & & & & 4 B 
n/20 NaOH = s 3s a 3s 3 
nach der a == sea oe I] a . 3 
Formolmethode s3°. Soy BSc a 3S. =m 
titriert Sex oe Bet | s£a= | gee aot 
& s & E a ¢ Es - ec 
= S S Gs - Bas Ess 
191818 121018 181010 Es) & 
Zeit in Std. aaa | aa NN +7N ON tA +N 
{| Diff. Diff. Diff. Diff. Diff. Diff. 
} - 
0 2,90 12,50 8,25 0,05 6,70 3,80 
21), i — 0,05 0,00 ' 6,90 0,20 3,80 0,00 
4 2,90 0,00 13,65 1,15 10.15 1,90 - -- 
5 — 0,05 0,00 | 6,90 0,20 3,80 0,00 
22 2.90 0,00 16,15 8,65 | 110,60 2,35 0,05 0.00 8,20 1,59 4,15 0,35 
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1. Ferment: Wie gewéhnlich (nach Lebedew) bereitetes Mazerat (aus Trocken 
Die eine Halfte der 


A. Fodor u. L. Frankenthal: 


II. Hejemazerate + Hisenhydrozylsol. 


hefe Olmiitz) wurde mit 4 Vol. Wasser verdiinnt. 


Lésung wurde ohne weiteren Zusatz, die andere dagegen unter Zugabe 
von Glykokoll bis 2% Gehalt an letzterem zwei Stunden hindurch 
Sodann wurden beide Lésungen mit 6 Vol. Eisen 
Das Filtrat gibt mit 


bei 37° gehalten. 


hydroxydsol (dialysiert) gefallt und filtriert. 


Essbachs Reagenz unmittelbar keine Fallung. 


ist positiv. 


Substrate: 


d, |-Leucylglycin, 


5 %ig (Lglgl). 


Die Glyoxylséureprobe 


5% ig (Lgl) und d, l-Leucylglycylglycin, 





Temperatur 25°. 
Je3ecem wurden 
mit n/50 NaOH 
nach der For- 
moldifferenz- 
methode 
titriert 


Zeit in Std. 


0 
18 


2. Ferment: Wie oben beschrieben, unter Zusatz von Glykokoll dargestelltes 
tin Teil des letzteren wurde einer zweitdgigen Dialyse durch 


Filtrat. 
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Pergament im Wegelinschen Perkolator unterworfen. 


Substrate: Wie sub 1. 


Phosphatgemisch 


Lgl 
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3. Ferment: Wie sub 2. Dialyse fiinf Tage hindurch. Der nichtdialysierte 

Teil wurde im Eisschrank aufbewahrt. 
cken- 
e der . - 
igabe Undialysiert Dialysiert 
lurch 


Visen - 
Temperatur 37°. 
mit 
Je 2cem wurden 
robe mit n/50 NaOH 
titriert 
(Formol- 
methode) 


Substrat: wie oben. 








| 


Phosphatgemisch 
Phosphatgemisch 
Phosphatgemisch 


Lglgl 
Phosphatgemisch 


Lgl 
Phosphatgemisch 


Phosphatgemisch 


Filtrat 
H,O 


lyein, 


“ 
- 
7 
- 
~ 
~ 
~ 
= 


5 cem Filtrat 


5 cem Filtrat 
5 cem Filtrat 
5 cem Filtrat 
5 cem Filtrat 


9 cem 


Zeit in Std. 


1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 


Diff. Diff. | Diff. Diff. Diff. Diff. 
(Korr.) (Korr.) (Korr.) 
|2,75 


0,65" 4,90 3,20 0,20 |4,45 | 

0,65 0,00 5,20 0,380 3,35 0,15 0,20 0,00 4.55 0,10 |2,89 0,05 
0,75, 0,00 7,10 2,10 4,00 0,70 0,20, 0,00 6,10 1,65 (3,20. 0,45 
III. Autolyse lebender Hefe, 


Ferment: 50g Backerhefe wurden mit Essigither bis zur Plasmolyse 

behandelt, die Fliissigkeit dekantiert und der Riickstand mit 250 cem 

Wasser bis zur Suspension geschiittelt. Letztere wurde jetzt sehr 

schwach alkalisch gemacht. Von dieser Suspension wurden nach 

bestimmten Zeiten Proben fiir die Fermentreaktion entnommen und der 

Rest bei 37° der fortgesetzten Autolyse unterworfen. Zugleich wurde 

1.30 der Aminostickstoff jeder Probe nach der Methode von van Slyke 
ermittelt, um den Fortgang der Autolyse zu beurteilen. 


Substrate: d, l-Leucylglycin, 3,07 °% ig (abgekiirzt Lgl) molekul. 


elltes d. l-Leucylglycylglycin, 3,33 °,ig (abgekiirzt Lglgl) | Verhaltn. 


lurch 





Temperatur 37°. 
Je 2cem wurden ; : 
mit n/20 Na O H_ 1,5cem Phosphatgemisch | 1,5cem Phosphatgemisch 1,5 cem Phosphatgemisch 
(Formolmethode) Pa =8 5 , Fermentgemisch 1,5 . Fermentgemisch 
titriert. Volum-|1,5 . Fermentgemisch |: > Lgl 2 , Lelgl 

ausgleich auf 

5eem mit H,0O 


Autolyse des 
Ferment- Zeit der Spaltung Zeit der Spaltung Zeit der Spaltung 
gemisches 





Zeit bs 0 Std. | 2 Std. Diff. 0 Std. | 2 Std. Dif. 


Diff. 
in Std. |Amino-N (Korr.) (Korr.) 


Std. | 2 Std. | ~ 
0 Std td (Korr.) 


0.0597 0,35 0,55 0,20 | 2,80 | 4,05 1,05 | 2,65 
0.0634 045 0,55 0.10 285 410 115 | 2.70 
0,0670 | 0,55 , 0,70 0,15 | 3,00 | 440 1,25 | 2,80 
0.0737 0,70 085 015 | 310 455 | 1,30 2.90 4, 
231). 0.1929 1.75 | 1.80 0.05 | 4.05 540 1,30 3.85 5,00 
49 0.23386 215 225 010 440 5.55 | 1,05 4.25 5.45 


Das 49stiindige Autolysat wurde einer 2',stiindigen Dialyse im Wegelin- 
schen Apparat (115% iges Filter Schleicher & Schill) unterworfen: 


0,0866 0,70 0,75 | 0,05 | 3,05 | 3.95 085 2,95 415 1,15 
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Multiple Natur der Fermenttrager usw. LI. 205 


4. Ferment: Eluat B. 

Aktivator: 10g Trockenhefe (Oberhefe Olmiitz) wurden mit 30 cem 
Wasser zwei Stunden lang bei Zimmertemperatur mazeriert, sodann 
wurde das Gemisch mit dem gleichen Wasservolumen verdiinnt 
und durch ein 4*/,%iges Ultrafilter (Schleicher & Schill) gepreBt. 
Das lackmusneutrale Ultrafiltrat wurde verwendet. Es war vdllig 
eiweiBfrei. 

Substrate: d, l-Leucylglycin, 3,85 °%,ig (Lgl). 

d, 1-Leucylglyeylglycin, 5% ig (Lglgl). 
Glyeyl-l-leucin, 1,95 °%ig (GIl). 





Temperatur 25°. 
Volumausgleich 1,5 cem Eluat 
auf 4.8 cem mit 1,2 , Phosphatgemisch 1,2 cem Phosphatgemisch 
H, 0. 7 — H=8 0.9 . Ultrafiltrat 
mit n/20 Na P 7 
(Formolmethode) 0,9 , Ultrafiltrat 
titriert 


12ecm 1,2cem 
. 


0-Ver- 1,2 cem ,2¢ 0-Ver- | 1,2 cem | 


Zeit in Std. such Lgl such Lgl | Leglgl Gl 


1,75 3,40 0,50 | 215 220 1,40 
17. | 1,75 | 355 420 260 0,50 | 215 220 1,40 


Differenz: || 0,00 015 0,75 | 0,00 0,00 | 0,00 | 0,00. 0,00 


5. Ferment: Eluat B. 

Aktivator: Das wie oben dargestellte Mazerat wurde vor der Ultrafiltra- 
tion zwei Tage hindurch bei Zimmertemperatur gehalten und dann 
verdiinnt. 

Substrate: d, l-Leucylglycin wie oben und Glycyl-l-leucin wie oben. 





Temperatur 25°. 


Volumausgleich 1,5 cem Eluat 
auf 4,8 ecm mit 1,2 , Phosphatgemisch 1,2 cem Phosphatgemisch 
Hy 0. ae oy pu =8 0,9 . Ultrafiltrat 
mit n/20 Na d 
(Formolmethode) oo . ae 
titriert 


Zeit in Std. 0-Versuch | 1,2 cem Lgl 1,2cem Gll 0-Versuch 1,2cem Lgl | 1,2cmm Gll 


0 3,30 5,05 4,35 1,75 3,70 3,25 
19 3,35 5,50 4,50 1,80 3,85 3,30 


Differenz: 0,05 0,40 015 0,05 0,10 0,00 


Korrigiert : 0,20 0,15 
etwa20,8% etwa15,6% 
Umsatz Umsatz 
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Farb- und Fillungsreaktionen des Methylglyoxals. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Karl Braun. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 2. Februar 1931.) 


Der durch die Neuwbergschen Arbeiten erbrachte Nachweis, da|) 
Methylglyoxal als erstes Produkt des Zerfalls des Hexosemolekiils 
entsteht, hat das Interesse an dem Auftreten und Wandel dieses Zwischen- 
produkts in den Vordergrund der Forschung geriickt. Von Neubery 
und seinen Mitarbeitern riihren nun auch eine Reihe von Reaktionen 
her, welche, auf chemisch vollkommen verschiedenen Umsetzungen 
beruhend, den Nachweis und auch die Bestimmung des Methylglyoxals 
erlauben. Will man jedoch die Bildung und Umsetzung des Methy|- 
glyoxals im biologischen Material fortlaufend verfolgen, so muB man 
iiber eine Methodik verfiigen, welche bei méglichst geringem Aufwand 
von. Material und Zeit eine annaihernd quantitative Bestimmung er- 
méglicht. Da8 einer derartigen Anforderung am ehesten eine kolori- 
metrische Bestimmungsmethodik entspricht, wahrend gravimetrische 
und volumetrische Methoden erst sekundaér in Frage kommen, wai 
uns von vornherein bewuBt. Von diesem Gesichtspunkt aus priiften 
wir die bisher bekannten Farb- und Fallungsreaktionen des Methy)- 
glyoxals auf ihre Spezifitat und Brauchbarkeit fiir eine quantitative 
kolorimetrische Mikrobestimmung. Die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen sollen im nachstehenden kurz wiedergegeben werden. Wir 
haben uns dabei nicht nur auf das Methylglyoxal beschrankt, sondern 
auch andere Intermediaérprodukte des Kohlehydratstoffwechsels, wie 
Brenztraubensdiure und Acetaldehyd, sowie auch die einzelnen, eventuel! 
in Frage kommenden Kohlehydrate in den Kreis unserer Unter- 
suchungen mit einbezogen. 
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A. Farbreaktionen. 






























1. Die Denigéssche Reaktion. 
; Die urspriinglich als Alkaloidreaktion angegebene Reaktion von 
lenigés' ist bereits mehrfach zum Nachweis von Methylglyoxal im 
biologischen Material herangezogen worden*®. Daf die Reaktion fiir 
Methylglyoxal nicht spezifisch ist, ergibt sich aus ihrer Geschichte: 
| Die urspriingliche Denigéssche Reaktion wurde mit Dioxyaceton aus- 
| gefiihrt und erst spiter als Reaktion des Methylglyoxals erkannt. 
| Wie unsere Untersuchungen zeigen, geben beide Triosen, Dioxyaceton 
sowohl wie Glycerinaldehyd*, eine positive Denigéssche Reaktion. 
In beiden Fallen wird offenbar unter dem EinflaB der konzentrierten 
Schwefelsiure durch Wasserentzug Methylglyoxal gebildet. Wie aus 
uachstehender Tabelle hervorgeht, ist die Empfindlichkeitsgrenze der 
Denigésschen Reaktion fiir Methylglyoxal, Dioxyaceton und Glycerin- 
q aldehyd die gleiche. 


j 


ey SPN Ei Dy Sia 


Tabelle I. 
Die Reaktionen wurden jeweils mit 0,4 ccm der zu untersuchenden Lésung, 
(,lecem einer 4°,igen Kodeinphosphatlésung und 2 ccm konzentrierter 
H,SO, ausgefiihrt. Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf 
die urspriingliche Lésung. 












_ Farbung Empfindlichkeit Spektralbefund 


Methylglyoxal blauliches Griin 





1:2.108 | Absorptionsstreifen im Rot, 
Dioxyaceton blauliches Griin 1:2.106 sichtbar bis zu einer Ver- 
) Glycerinaldehyd — blauliches Griin 1:2.108 diinnung von 1: 125000 


Die enorme Empfindlichkeit der Reaktion und die Stabilitat der 
Grinfarbung lieben es immerhin méglich erscheinen, die Reaktion als 

| Basis fiir eine kolorimetrische Bestimmung zu verwerten. Es zeigte 
_ sich jedoch, daB dies fiir biologisches Material nicht méglich ist, da bei 
der Anordnung der Reaktion nach Denigés auch Kohlehydrate in 
noch sehr verdiinnten Lésungen intensive Fairbungen geben. Bereits 
von Denigés ist darauf hingewiesen worden, daB auBer Methylglyoxal 
iuch a-Ketoderivate von Polyalkoholen, die mindestens drei O H-Gruppen 
enthalten, reagieren. Wir kénnen die Denigésschen Feststellungen 
dahin erweitern, da®B simtliche von uns gepriiften Kohlehydrate und 
Kohlehydratderivate, wie aus nachstehender Tabelle ersichtlich, zum 
Teil bis in Verdiinnungen iiber 1: 50000 eine intensive Farbreaktion 


' Chem. Centralbl. 1909, I, 946, 1198. 
* Siehe Fischer u. Toennissen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 161, 254, 1926. 
5 Dargestellt nach Wohl u. Neuberg. 
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Tabelle II. 


Samtliche Reaktionen wurden mit je 0,4 cem der zu untersuchenden Lésune. 
0,l ccm 4% iger Kodeinphosphatlésung und 2 ccm konzentrierter H,S(, 
ausgefiihrt. 


Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf die urspriingliche Lésuny. 




















Anmerkungen 


Spektroskopisch: in Konzen- 
trationen bis 1 : 3200 diffuse 
Absorption von Mitte Griin ar 


Bis 1: 800 diffuse Absorption 
von Rot an, 1: 6400 bis 1: 12800 
Absorptionsstreifen in Gelb. 


Bis 1: 800 diffuse Verschattung 
von Gelb bis Blau. 


Bis 1 : 800 Totalabsorption von 
Orange an, von 1: 1600 bis 
1 : 3200 Absorptionsband yon 
Ende Rot bis Anfang Griin. 


Bis 1 : 6400 Absorptionsband in 
Gelb. 


| Bis 1: 800 diffuse Verschattung 


von Griin an. 


| Bis 1: 200 leichte Verschattung 


von Gelb an. 
1: 200 Absorption von Gelb an. 


1: 400 Totalabsorption von kot 
an, bis 1:1600 diffuse Ver- 
schattung von Rot bis Griin 
bis 1 : 25 000 Streifen von Ende 
Rot bis Anfang Griin. 

Von 1:800 bis 1:3200 Ver- 
schattung von Griin bis Blau. 


|| Spektroskopisch negativ. 


| 1: 200 totale Absorption vo 


Gelb an, 1:400 diffuse Ver- 
schattung von Gelb an, bis 
1:1600 Streifen von Ende 
Griin bis Ende Blau. 


1: 200 Ausléschung von End 
Rot an, 1:800 Ausléschung 
von Mitte bis Ende Griin. 


| Spektroskopisch negativ. 


"Empfindlieh- | 
keitsgrenze 
1: 6400 
1: 12800 
1: 12800 
1: 12800 
1: 25600 
1: 12800 
1: 12800 
1: 25600 
1: 200 000 
1: 50000 
1: 50000 
1: 12800 
1: 12800 
1: 800 
1: 800 


iH 
i] 


Spektroskopisch negativ. 
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Farbung 
Glucose rosa—violett 
Fructose rot—braungelb | 
—blauviolett 
Mannose rot—violett 
Galaktose rot—violett 
Maltose rot—blau 
Rohrzucker braunrot—violett 
i Starke rotviolett—blau 
: Glykogen rot—violett | 
—blau 
Inulin _weinrot—violett 
—blau 
Hexosemono- braun—rot 
phosphorsdure —violett 
( Neuberg-Ester *) 
Hexosemono- rotbraun— blau 
phosphorsdure —violett 
(Robison-Ester*) 
Hexose-diphosphor- || gelbrot—gelb 
sdure* || —rotviolett 
Arabinose weinrot—rot- 
violett 
Glukosamin } grin 
i 
Milchséure | gelbrot—gelb 
Brenztraubensiure || — 


* Konzentration auf Hexose bezogen. 








zeigen. Ein Unterschied in der Empfindlichkeit zwischen Aldosen und 
Ketosen bzw. ihren Polymeren laBt sich nicht mit Sicherheit erkennen 
In héheren Verdiinnungen ist im allgemeinen die Farbreaktion de: 
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Ketosen gegeniiber den Aldosen mehr violettstichig, doch laBt sich 
eine Differenzierung zwischen Aldosen und Ketosen mit Hilfe dieser 
Farbreaktion nicht einwandfrei durchfiihren. 


Wahrend der positive Ausfall der Denigésschen Keaktion mit 
Dioxyaceton und Glycerinaldehyd durch die Bildung von Methyl- 
glyoxal erklart ist, sind die Zuckerreaktionen zweifellos auf die Bildung 
von Furfurol bzw. Oxymethylfurfurol, analog der Molisch-Reaktion, 
zurickzufiihren. Reines Furfurol gibt auch in starker Verdiinnung 
die gleiche Rotfarbung und den gleichen spektralen Befund wie Arabi- 
nose. Fiir biologisches Material ergibt sich nach diesen Befunden, daB 
ein sicherer Nachweis des Methylglyoxals mittels der Denigésschen 
Reaktion nur dort méglich ist, wo die tibrigen stérenden Begleit- 
substanzen entfernt sind. Da die tibliche Kupfer-Kalkfallung zur Ent- 
fernung der Kohlenhydrate, auch wenn sie bei Eisschranktemperatur 
durchgefiihrt wird, zu einer fast quantitativen Umwandlung des Methy!l- 
glyoxals in Milchsaure fiihrt, kaime fiir die Isolierung des Ketonaldehyds 
ausschlieBlich die Destillation in Frage. Nun ist jedoch die Destillation 
bei geringen Mengen von Methylglyoxal niemals quantitativ und auch 
viel zu zeitraubend, als daB eine derartige Methode fiir Serien- 
bestimmungen in Frage kommen kénnte. 


2. Reaktionen mit sekunddren Aminen und Nitroprussidnatrium. 


Bei der enormen Reaktionsfihigkeit des Methylglyoxals war 
méglicherweise zu hoffen, daB es auch bei einer der Riminischen 
Reaktion auf Acetaldehyd entsprechenden Versuchsanordnung zu 
charakteristischen Farbungen fiihren kénnte’. Wir haben zu diesem 
Zwecke eine Reihe sekundarer aliphatischer und aromatischer Amine, 
ferner eine Anzahl von zyklischen Verbindungen mit im Ring sekundar 
gebundenem Stickstoff bei gleichzeitiger Gegenwart von Nitroprussid- 
natrium auf ihre Reaktionsfahigkeit mit Methylglyoxal gepriift. Gleich- 
zeitig wurde auch die Empfindlichkeit der Reaktion fiir Acetaldehyd 
bestimmt und auch Brenztraubensiure in den Kreis der Unter- 
suchungen mit einbezogen. Acetaldehyd ergibt nun, entsprechend den 
Angaben der Literatur, mit saimtlichen untersuchten sekundiren 
aliphatischen Aminen, mit Ausnahme des unléslichen Diamylamins, 
eine noch in relativ hohen Verdiinnungen positive Reaktion. Voll- 
kommen negativ verhalten sich die aromatischen Amine sowie die nicht 
hydrierten zyklischen Verbindungen. Die Reaktion auf Acetaldehyd 
la8t sich zum Teil durch Ansauern mit Eisessig wesentlich verscharfen. 


' Vgl. dazu auch Neuberg, diese Zeitschr. 71, 150, 1915, wo bereits 
Reaktionen des Methylglyoxals mit Diaithylamin sowie Piperidin und Nitro- 
prussidnatrium beschrieben sind. 
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Tabelle III. 
Reaktionen mit Acetaldehyd, ausgefiihrt mit je 5cem Aldehydlésuny, 
zwei Tropfen gesittigter Nitroprussidnatriumlésung und zwei Tropfen des 
betreffenden Amins. 





il 


| . ; ‘Empfindlichkeits. 
Reagens H Farbung Genes eat 
Dimethylamin (30 %ige Losung) . tiefblau—blaugriin | 1:80000 
+ 8 Tropfen Kisessig. .... . braunviolett—braungelb 1: 40000 
Didthylamin (30%ige er: ; blauviolett—grinlich 1: 80000 
+ 8 Tropfen Hisessig . . . : tiefblau—griinblau 1: 80 000 
Diisobutylamin . ... . ey ama tiefblau 1: 80 000 
3 Tropfen Hisessig. .... . tiefblau 1: 80000 
Diamylamin ...... Figihs 6 tf) 
Ps 8 eS a a 
Dibenzylamin. . . . ie é 0 
Piperazin (50 %ige Lieune) . : tiefblau—gelbgriin 1 : 160.000 
+ 3 Tropfen Kisessig. .... . rotbraun 1: 5000 
Piperidin ..... A ei dunkelblau—gelbgriin 1: 80000 
+ 3 Tropfen Kisessig . gr eeeR Kis blau—blaugriin 1 : 160 000 
NE. Stat EE. OA a 7) 6 
RE Sb eG 8 4 es 6 ae 


Methylglyoxal zeigt bei der gleichen Versuchsanordnung mit 
simtlichen untersuchten Aminen und zyklischen Verbindungen un- 
spezifische Braunfarbungen, die in gleicher Weise durch Zusatz von 
verdiinnter Natronlauge bzw. verdiinntem Ammoniak hervorgerufen 
werden und demnach auf die basische Natur der Amine zuriickzufiihren 
sind. DaB jedoch Methylglyoxal auf Nitroprussidnatrium einwirken 
mu, geht daraus hervor, daB sich in simtlichen Proben bis zu eine: 
Verdiinnung des Methylglyoxals von 1: 10000 bis maximal 1 : 40000 
beim Anséuern mit Eisessig eine Blaufarbung, wahrscheinlich Berliner. 
blaubildung, nachweisen l4Bt. Bei der Brenztraubenséure liegen ie 
Verhaltnisse ahnlich wie beim Methylglyoxal. Die Empfindlichkeit 
der Reaktion mit Nitroprussidnatrium-Kalilauge (Rotfarbung) _ ist 
ziemlich gering (in einer Verdiinnung von | : 5000 eben noch nachweis- 
bar). Auch bei der Brenztraubenséure laBt sich, allerdings erst in 
wesentlich héheren Konzentrationen (maximal 1: 5000), eine Blau- 
farbung (Berlinerblaubildung) durch Anséuern mit Eisessig nac)- 
weisen. 

Eine vielleicht infolge ihrer Empfindlichkeit brauchbare qualitative 
Reaktion gibt das Methylglyoxal mit Pyrrol. Versetzt man 1 ccm 
einer verdiinnten Methylglyoxallésung mit zwei Tropfen frisch destil- 
lierten, vollkommen farblosen Pyrrols und zwei Tropfen reiner kon- 
zentrierter Salzsiure, so tritt noch in einer Verdiinnung von | : 5\) 
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ein rotbrauner Niederschlag auf, bei starkeren Verdiinnungen ergibt 
sich eine orangerote bis gelbe Farbung, die sich noch bis zu einer Ver- 
dinnung von | : 250000 gegeniiber einer Kontrollprobe mit destilliertem 
Wasser, Pyrrol und Salzsiure deutlich erkennen laBt. Ubersittigt 
man mit verdinnter Natronlauge, so schliagt die Farbe in ein rétliches 
Violett um. In héheren Verdiinnungen, zwischen 1 : 1000 bis 1 : 16000, 
zeigt die Lésung dabei eine prachtvolle, dem Urobilin ahnliche Griin- 
fluoreszenz. Spektroskopisch ist in héheren Konzentrationen eine 
diffuse Absorption vom Orange bis zum blauen Ende des Spektrums 
nachweisbar. Wird die alkalische Lésung mit einigen Tropfen Eisessig 
angesaéuert und mit 2 bis 5ccm einer gesittigten alkoholischen Zink- 
acetatlésung versetzt, so laBt sich eine sehr schéne, distinkte Rot- 
violettfarbung bis zu einer Verdiinnung von 1: 32000 nachweisen. 
Die héheren Verdiinnungen (bis zu 1: 125000) ergeben einen mehr 
rotgelben Farbton. Bei Verwendung einer starken Lichtquelle (Nernst- 
Lampe) ist bis zu einer Verdiinnung von |: 125000 eine prachtvolle 
Griinfluoreszenz nachweisbar. Beim Stehen nimmt die Intensitét der 
Farbung wesentlich zu und ist bis zu einer Verdiinnung von | : 32000 
der Methylglyoxalmenge proportional. Acetaldehyd, Brenztrauben- 
siure, Aceton und Formaldehyd ergeben bei dieser Versuchsanordnung 
keine Farbreaktion mit Pyrrol. 


B. Fallungsreaktionen. 
1. Fdllung mit p-Nitro- und 2, 4-Dinitrophenylhydrazin. 


Die bisher mitgeteilten Farbreaktionen des Methylglyoxals sind 
samtlich derart, daB sie als Grundlage einer kolorimetrischen Mikro- 
bestimmung in biologischem Material nicht in Frage kommen. Wir 
haben uns daraufhin mit den Empfindlichkeitsgrenzen der Fallung 
des Methylglyoxals als Bishydrazon durch p-Nitro- und 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin beschaftigt. Beide Reagenzien sind von Neuberg zum 
Nachweis der Methylglyoxal-anhaufung in die Biochemie eingefiihrt 
worden, und beide zeichnen sich durch eine derartige Empfindlichkeit 
aus, daB man fast von einer Spezifitat fiir Methylglyoxal sprechen 
kénnte. Wie aus nachstehender Tabelle IV hervorgeht, ist die Grenze 
des Methylglyoxalnachweises fiir die Hydrazinderivate bei einer Kon- 
zentration von 1 :500000 bzw. 1: 1000000 gelegen, d.h. es lassen sich 
noch 1 bis 2 y pro Kubikzentimeter einwandfrei nachweisen. 


Die Fallungsgrenze der ibrigen eventuell im biologischen Material 
vorkommenden Kohlehydrate bzw. deren Abbaustufen sowie anderer 
biologisch auftretender Ketone (Aceton) liegt, wie aus nachstehender 
Tabelle ersichtlich, bei wesentlich héherer Konzentration. Fiir den 
Nachweis und die Isolierung des Methylglyoxals ist die Fallung mit 
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302 H. K. Barrenscheen u. K. Braun: 


Tabelle IV. 


Samtliche Reaktionen ausgefiihrt mit jeweils 5cem der entsprechende: 

Lésung, 1 cem 2°, iger Lésung der Hydrazine in 50°, Essigsiure bzw. 2 1 

HCl (Zimmertemperatur). Beurteilung der Reaktion bei Methylglyoxa!| 
nach 30 Minuten. 





1 2 3 4 5 6 
Fall | a 
‘allungs- | Farbe und Lislichkeit reaktion 
Untersuchte —s | Seneneesne Kristallform des | der Hydrazone | der Hydra- 
Substanz ae (phony thgGeent Hydrazons (Osazone) in | soared 
hydrazin | (Osazons) Alkohol Alkohol . 
Kalilauge 
Methyl- 1: 500000 1: 1000000 | orange, mikro- 3 praktisch rein 
glyoxal kristallinisch unlosl.,216sl.|__ violett 
Brenz- -- 1: 1000 hellgelb, eis- | leicht l5slich rot 
traubensdure blumenartige, 
feine Gebilde, 
auch Nadeln 
und Blattchen 
Acetaldehyd | — 1: 40000 hellorange, loslich rot 
derbe Nadel- 
aggregate 
Glucose —— 1: 100* orange léslich violet: 
Fructose _ 1:500* — orange, kleinste loslich violett 
Nadelbiischel 
Hexose- — 1: 500* orange loslich, auch | violett 
diphosphor- wasserléslich | 
sdure 


* Nach 18 Std. Stehen bei Zimmertemperatur. 


2, 4-Dinitrophenylhydrazin der Fallung mit p-Nitrophenylhydrazin 
entschieden vorzuziehen, da das Methylglyoxal-bis-2, 4-Dinitropheny!- 
hydrazon in Alkohol im Gegensatz zu den Hydrazonen der Brenz- 
traubensiure und des Acetaldehyds, des Acetons, Formaldehyds, 
Glykolaldehyds und den Osazonen der Zucker in Alkohol praktisch 
unléslich ist und durch diese Unléslichkeit und die fiir die Bishydrazone 
charakteristische Violettfarbung mit Alkohol und Kalilauge identifiziert 
werden kann. Wie in der nachfolgenden Arbeit gezeigt werden soll. 
eignet sich gerade diese Reaktion ganz ausgezeichnet fiir eine kolori- 
metrische Mikrobestimmung. 


2. Fdllung und Farbreaktion des Methylglyoxals als Nickel-Methylglyoxim. 


Fir eine Isolierung und Bestimmung des Methylglyoxals kame 
eventuell auch die Fallung als Nickel-Methylglyoxim in Frage’. Fur 


1 Siehe T'schugajeff u. Tischtschenko, Chem. Centralbl. 1911, I, 871. 
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das bei Biologischen Umsetzungen gebildete Methylglyoxal ist die 
Uberfiihrung in Methylglyoxiny durch Newberg und Scheuer! angegeben 
worden. Wir haben fiir unsere Untersuchungen die von Schmalfuss* 
angegebene Technik zum Nachweis kleiner Mengen von Diacetyl ver- 
wendet. 

Danach wird 1 ecm der zu untersuchenden Lésung mit 0,2 cem 20 °,iger 
Hydroxylaminchlorhydratlésung versetzt, 0.1 cem einer 1,25°,igen Nickel- 
sulfatlésung zugefiigt, mit konzentriertem Ammoniak schwach alkalisch 
gemacht, 1 Minute lang gekocht und rasch abgekiihlt. Fiir den Nachweis 
des Methylglyoxals ist das Kochen iiberfliissig. Die Bildung des Nickel- 
Methylgiyoxims erfelgt unter diesen Versuchsbedingungen bereits bei 
Zimmertemperatur momentan. Bei héheren Konzentrationen von Methy!- 
glyoxal (bis 1 : 500) ist die Verwendung einer 5 °%,igen Nickellésung vorteil- 
haft. 

Fiir eine quantitative Bestimmung bzw. fiir den Nachweis kleinster 
Mengen von Methylglyoxal kommt die Methode jedoch nicht in Frage. 
Die Fallung des Nickelsalzes wird nur bis zu einer maximalen Kon- 
zentration von 1: 500 erhalten. Je nach den Versuchsbedingungen 
fallt dabei die bereits von T'schugaeff beschriebene, in feinen Nadeln 
kristallisierende, rote Modifikation oder die orangegefirbte Modifikation 
des Nickelsalzes aus, die in derben, eigenartig sich itiberkreuzenden 
Nadeln (Christbaumfiguren) kristallisiert. Beide Modifikationen, die 
Tschugaef{f als geometrische Isomere auffaBt, lassen sich ineinander 
iiberfiihren®. Die rote Modifikation ist augenscheinlich die weniger 
stabile und geht beim Stehen auch im Vakuumexsikkator in die orange- 
farbene tiber. Selbst so indifferente Behandlung wie Waschen mit 
Aceton hat eine augenblickliche Umwandlung der roten in die orange- 
farbene Modifikation zur Folge. Beide Salze sind etwas wasserléslich 
und lésen sich merklich in Aceton, Alkohol sowie in Laugen und iiber- 
schiissigem Ammoniak. Bei starkerer Verdiinnung (1: 1000) tritt 
nur mehr eine Orangefarbung auf, die sich beim Erwarmen vertieft 
und in eine Rotfarbung tibergehen kann. Methylglyoxal laBt sich auf 
diese Weise noch in einer Verdiinnung von | : 10000 einwandfrei nach- 
weisen. 

Auf die Umsetzung des Methylglyoxals mit Hydroxylamin scheint 
iibrigens der gleichzeitige Zusatz von Nickelsalzen beschleunigend ein- 
zuwirken, wie nachstehender Versuch zeigt. 


Zu je 2cem einer Lésung von Methylglyoxal, entsprechend 67 mg, 
wurden zugesetzt: 


1 Monatsh. f. Chem. 53/54 (Wegscheider-Festschrift), 1031, 1929. 

® Zeitschr. f. physiol. Chem. 176, 282, 1929; 188, 279, 1930. 

3 Beide Salze geben analytisch die gleichen Werte fiir Ni: fiir die rote 
Modifikation konnten wir Werte von 22,6 bzw. 22,77°% erhalten, fiir die 
orangefarbene 22,39 bzw. 22,65, gegen 22,52 °%, der Theorie. 
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a) 2cem einer 20° igen Lésung von neutralem Hydroxylaminchlor- 
hydrat, 


b) 2 cem einer 20°,igen Lésung von Hydroxylaminchlorhydrat, | cer 
5°.oige Nickelsulfatlésung und konzentriertes Ammoniak bis zur eben 
alkalischen Reaktion. 





Ansatz a) farbte sich allmiahlich gelblich, b) erstarrte augenblicklic}, 
zu einem dicken Brei von roten Kristallen. Nach 30 Minuten wurden beici 
Ansiitze mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuert und je dreimal mit ;: 
10 cem und zweimal mit je 5 cem Ather ausgeschiittelt. Die atherische: 
Ausziige wurden iiber frisch gegliihtem Natriumsulfat und reinem Calcium 
carbonat getrocknet und die getrockneten Lésungen in gewogenen Schialche 
abgedunstet. 


Ausbeute an Methylglyoxim im Ansatz 
a) 65,2 mg = 68,7% der Theorie 
b) 91.5 ,, 96.4%, 


Das iiber das Nickelsalz dargestellte Methylglyoxim zeigte nach eii- 
maligem Umkristallisieren aus wenig heiBem Wasser den Schmelzpunkt 
von 157° (nicht korrigiert). 


Zusammenfassung. 


1. Die Denigéssche Reaktion auf Methylglyoxal ist nicht spezifisch 
und wird in gleicher Konzentration auch von Dioxyaceton und Glycerin- 
aldehyd gegeben. Kohlehydrate geben nach Denigés zum Teil sel 
empfindliche Farbreaktion. 











2. Methylglyoxal gibt mit reinem Pyrrol und Salzsdure ein ge- 
farbtes Kondensationsprodukt, das den Nachweis noch in einer Ver- 
diinnung des Methylglyoxals von 1 : 250000 erlaubt. 


3. Von Fadllungsreaktionen des Methylglyoxals ist der Nachweis mit 
2, 4-Dinitrophenylhydrazin am _ empfindlichsten. Erfassungsgrenze 
ly pro Kubikzentimeter. 
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Eine kolorimetrische Mikromethode zur Bestimmung 
des Methylglyoxals. 


Von 
H. K. Barrenscheen und Miklés Dreguss. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Seegen-Stiftung der Akademie der 
Wissenschaften in Wien.) 


(Eingegangen am 2. Februar 19351.) 


Zur Bestimmung des Methylglyoxals stehen eine Reihe von Methoden 
zur Verfiigung. Bei gréBeren Mengen von Material eignet sich dazu 
wohl am besten die gravimetrische Bestimmung als Bis-2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazon, wie sie von Newberg und Mitarbeitern bei ihren Bilanz- 
versuchen eingefiihrt wurde. Auch die von Newberg und Scheuer! 
beschriebene Umsetzung des Methylglyoxals mit Hydroxylamin und 
Wagung des mit Ather ausgeschiittelten Methylglyoxims ist bei ge- 
nigenden Mengen von Material fiir eine quantitative Bestimmung, wie 
uns eigene Versuche in Bestatigung der Newbergschen Angaben zeigten, 
einwandfrei brauchbar. Fiir Versuche mit kleinen Mengen von biologi- 
schem Material kame wohl nur die Fallung mit 2, 4-Dinitropheny]- 
hydrazin in Frage, doch ist auch bei Verwendung Preglscher Filter- 
rohrehen diese Bestimmung viel zu zeitraubend, als daB sie fiir Serien- 
untersuchungen in Frage kommen kénnte. 


~ 


Eine ausgezeichnete titrimetrische Bestimmung des Methylglyoxals, 
die auf seiner Umsetzung mit Jod in bicarbonat-sodaalkalischer Lésung bei 
hbestimmter Temperatur und Einwirkungszeit aufgebaut ist, riihrt von 
Kuhn und Heckscher® her. Die Methodik, welche bis in ihre Einzelheiten 
sorgfaltig durchgearbeitet ist, ergibt nach unseren Erfahrungen an reinen 
Methylglyoxallésungen ganz ausgezeichnete Resultate und lit sich bei 
entsprechender Modifikation auch zur Bestimmung kleinster Methy! 


! Monatsh. f. Chem. 53/54 (Wegscheider-Festschrift), L031, 1929. 
* Zeitschr. f. physiol. Chem. 160, 116, 1926. 
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glyoxalmengen einwandfrei heranziehen. Fiir biologisches «Material ist 
jedoch die Methodik nicht ohne weiteres anwendbar, da Gegenwart von 
Glucose (Aldosen) zu wesentlich zu hohen Werten fiihrt, wie nachstehende: 
Versuch belegt: 

Je lcem einer Methylglyoxallésung, entsprechend 8,5 mg Methy! 
glyoxal, wurde auf 100 cem verdiinnt und darin 


a) direkt, 
b) nach Zusatz von 0,1 g Glucose, 
c) nach Zusatz von 0,1 g Fructose 


das Methylglyoxal nach Kuhn und Heckscher bestimmt. Die Bestimmung 
ergab fiir die Ansiitze a) und c) den theoretischen Wert (a 8,46 mg. 
c = 8,5 mg), fiir b) dagegen 13 mg, also 153°, der angewandten Menge. 
Offenbar reagiert unter den Bedingungen der Bestimmung auch die Aldose 
nach Willstatter-Schudel. 

Eine Entfernung der stérenden Kohlehydrate nach der itiblichen 
Kupfer-Kalkfallung kommt nicht in Frage, da unter diesen Bedingungen 
Methylglyoxal auch bei Einhaltung niedriger Temperaturen fast quantitatiy 
(in Milchsiure?) umgewandelt wird. Als Beispiel diene ein Versuch, bei 
dem 1 cem der Methylglyoxallésung, entsprechend 8,5 mg Methylglyoxa! 
mit 0,1 g Glucose auf 40 ccm verdiinnt wurde und in dieser Lésung die 
iibliche Kupfer-Kalkfallung bei Eisschranktemperatur durchgefiihrt wurde 
Nach Entfernung des iiberschiissigen Kupfers und genauer Neutralisation 
ergab die Bestimmung einen Wert von 1,21 mg; es waren also -trotz der 
angewandten Vorsicht rund 86% des Methylglyoxals verschwunden'. 

Als Ergebnis dieser Versuche miissen wir demnach feststellen, daB cic 
jodometrische Bestimmung fiir biologisches Material direkt nicht in Frage 
kommt. 

Auf kolorimetrischer Basis ist in neuerer Zeit eine Methodik von 
Ariyama® ausgearbeitet worden, welche auf der Reduktion des Benedict 
schen Arsenphosphorwolframsdurereagens bei sodaalkalischer Reaktion in 
Gegenwart von Kaliumcyanid beruht. Abgesehen von einer Anzahl techni. 
scher Schwierigkeiten, welche die Methodik zeigt (Triibungen und Nieder- 
schlige, namentlich bei Anwesenheit gréBerer Mengen von Phosphat, weit- 
gehende Abhingigkeit von der Konzentration des Methylglyoxals), spricht 
gegen ihre allgemeine Anwendung auf biologisches Material die Tatsache. 
daB eine Reihe weit verbreiteter Substanzen, wie Glucose, Fructose, Harn- 
siure, Acetaldehyd, bereits in Konzentrationen, welche physiologischerweise 
vorkommen, zu nicht unerheblichen Fiairbungen bzw. Niederschlagsbildungen 
fiihrt. 


Wir haben uns daher veranlaBt gesehen, nach einer Methodik 21 
suchen, welche die hier geschilderten Nachteile vermeidet und fir 
biologische Zwecke mit hinlinglicher Genauigkeit arbeitet. Als Basi. 
dienten uns hierbei die voranstehend mitgeteilten Erfahrungen ibe! 
die Farb- und Fiallungsreaktionen des Methylglyoxals, nach denen 


! Die hier gefundenen Werte sind wesentlich héher als die von Kuhn u. 
Heckscher fiir Milchséiure gefundenen. Bei wiederholter Nachpriifung be- 
wegten sich jedoch unsere Verluste stets in der gleichen GréBenordnung. 

2 Journ. of biol. Chem. 77, 395, 1928. 
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die Fallung mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin in biologischem Material 
entschieden den Vorzug verdient. Die intensive Farbreaktion, welche 
noch Spuren des Bishydrazons mit Alkohol-Kalilauge geben, ist zwar 
nicht spezifisch, da simtliche Bishydrazone bzw. Osazone eine im 
Farbton allerdings leicht verschiedene Violettfarbung mit Alkohol- 
Kalilauge geben. Nun liegt die Fallungsgrenze der einzelnen Zucker- 
arten, die hier speziell in Frage kommen, unter den Bedingungen, bei 
welchen die Fallung des Methylglyoxals erfolgt, bei wesentlich héheren 
Konzentrationen (1: 100 bis 1: 500), auBerdem sind die Osazone der 
Zuckerarten im Gegensatz zu dem Methylglyoxalbishydrazon leicht 
alkoholléslich, so daB, selbst wenn sie ausfallen sollten, ihre Entfernung 
keine Schwierigkeiten bereitet. 


Nach einer Reihe von Vorversuchen, welche die absolute Pro- 
portionalitat zwischen Farbung und Konzentration, also die Giiltigkeit 
des Beerschen Gesetzes fiir die Farbung des Methylglyoxalbishydrazons 
mit Alkohol-Kalilauge erwiesen, hat sich schlieBlich folgende Technik 
fiir Serienversuche einwandfrei bewahrt. 


Die EnteiweiBung erfolgt mit 10°,iger Trichloressigsiure. Wir 
verwenden im allgemeinen fiir Blut und Organsuspensionen das Ver- 
haltnis von 2ccm des Untersuchungsmaterials auf 8 ccm Trichlor- 
essigsdure. Man filtriert durch dichte trockene Filter; das Filtrat mu 
absolut wasserklar sein. Zur Bestimmung werden im allgemeinen 
5eem Filtrat verwendet. Bei gréBeren Mengen Methylglyoxal nimmt 
man zweckmaBig nur 1 bis 2 ccm Filtrat, die mit 8°,iger Trichloressig- 
siure auf 5 ccm aufgefiillt werden. Die fiir die Bestimmung giinstigsten 
Konzentrationen liegen bei Mengen zwischen 50 bis 200 y. 


Als Standardlésung dient eine Lésung von Methylglyoxal! in 
$°,iger Trichloressigsadure, von der 5ccm 0,1 mg Methylglyoxal ent- 
sprechen. Die Standardlésung wird jeweils aus einer Methylglyoxal- 
stammlésung, deren Gehalt durch Titration nach Kuhn und Heckscher 
ermittelt wird, frisch hergestellt und halt sich bei Eisschranktemperatur 
durch 48 Stunden. Die fortlaufende Kontrolle der Stammlésung ist 
fiir exaktes Arbeiten unerlaBlich. Zur Bestimmung werden je 5 ccm 
Filtrat bzw. Standardlésung in Zentrifugenréhrchen, welche zu einer 
Spitze von maximal 5 mm lichter Weite ausgezogen sind, iibergefiihrt 
und mit leem einer frisch bereiteten heiben 1°,igen Lésung von 
2, 4-Dinitrophenylhydrazin in 2n HCl versetzt. Die Zentrifugen- 
glaser miissen, um Verluste durch Haften des Niederschlags an den 


' Das fiir die Versuche verwandte Methylglyoxal wurde nach Fischer 
und Taube dargestellt und durch nochmalige Destillation gereinigt. Fiir 
die Uberlassung eines gréBeren Quantums von Dioxyaceton (Oxanthin) 
sind wir der I. G. Farbenindustrie zu Dank verpflichtet. 
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Glaswinden zu vermeiden, peinlichst gereinigt sein (heiBe Chrom 
Schwefelsaéure). Man laBt nun, je nach der Menge des Niederschlay, 
1 bis 2 Stunden bei Zimmertemperatur stehen und zentrifugiert nac|) 
dieser Zeit bei 2000 bis 3000 Touren durch 10 bis 15 Minuten. Die 
iiberstehende Fliissigkeit wird, ohne den Niederschlag aufzuwirbeln, 
so weit als méglich abgehebert und der Niederschlag mit je 5 cem heibe: 
n HCl aufgewirbelt, neuerlich zentrifugiert und das Waschen mit 
heiBer Salzsiure wiederholt. Es gelingt auf diese Weise, auch recht 
erhebliche Mengen eventuell ausgefallenen Hydrazins zu entfernen. 
Der Niederschlag wird sodann der Reihe nach mit je 5ccm heifer 
30-, 50- und 75° igen Alkohols, der auf einen Gehalt von n HCI gebracht 
wurde, gewaschen. Zweckmabig pipettiert man den salzsauren Alkohol 
in die Glaschen ein, bringt sie in ein Becherglas mit kochendem Wasse: 
und wirbelt den Niederschlag mit kapillarem Glasstab auf. Das Waschen 
mit dem 75°,igen salzsauren Alkohol wird so lange wiederholt, bis 
die tiberstehende Fliissigkeit vollkommen farblos ist. Nach unseren 
Erfahrungen geniigt in der Regel ein zwei- bis dreimaliges Auswaschen. 
Zu geringes Auswaschen hat eine Stérung des Farbtons zur Folge, de: 
in solchen Fallen nicht rein blauviolett, sondern rotstichig erscheint. 
Die letzte farblose Waschfliissigkeit wird nach Méglichkeit quantitatiy 
abgehebert, der Niederschlag in 5 ccm 5°,,iger alkoholischer Kalilauge 
mit Hilfe eines kapillaren Glasstibchens gelést. Eine durch die vom 
Niederschlag zuriickgehaltene Salzsiure bedingte Triibung von Kalium. 
chlorid 1a8t sich durch Zusatz von einigen Tropfen Wasser in Lésung 
bringen. Die Standardlésung wird bei wiederholtem Nachspilen mit 
alkoholischer Kalilauge in einen 100-cem-MeBkolben iibergefiihrt und 
mit alkoholischer Lauge zur Marke aufgefiillt. Die zu untersuchenden 
Lésungen fiihrt man zweckmaBig in graduierte Reagenzglaser von 
10 cem iiber, spilt mehrmals mit kleinen Mengen alkoholischer Lauge 
nack und fiillt schlieBlich bis zur Marke auf. Bei gréBeren Niederschlag-- 
mengen empfiehlt sich ein Auffiillen in MeBkélbchen auf 20 ccm. Man 
ermittelt nun diejenige Verdiinnung, welche erforderlich ist, um an- 
nihernd die gleiche Farbtiefe wie die Standardlésung zu erhalten 
(1 bis 5ccem auf 10 bzw. 50 bzw. 100 ccm) und kolorimetriert diese 
im Dubosqschen Kolorimeter — wir verwendeten ausschlieBlich da- 
Leitzsche Instrument — bei einer Standardeinstellung von 10 bzw. 
20mm. Die Berechnung erfolgt in der tiblichen Weise unter Beriick- 
sichtigung der Verdiinnung der zu untersuchenden Lésung. 

An reinen Methylglyoxallésungen ergibt die Methode bei Mengen 
zwischen 1 und 200 y Werte, welche von der Theorie durchschnittlic! 
um 1%, abweichen. Selbst so minimale Mengen wie 0,5 y lassen sic) 
bei entsprechender Auffiillung noch bestimmen. Zu Serum bzw. Plasma 
zugesetztes Methylglyoxal konnte, bei sofortiger Verarbeitung, 21 
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%6 bis 98°, wiedergefunden werden. Zugesetzte Brenztraubensiure 
bzw. Acetaldehyd, ferner Glucose, Fructose, Hexosediphosphat sowie 
Milchsaure stéren, selbst wenn sie gegeniiber dem Methylglyoxal in 
mehrhundertfacher Konzentration vorhanden sind, die Bestimmung 
in keiner Weise’. Die Methode ist nach vielfaltiger Erfahrung bei 
sauberem Arbeiten zuverlissig. Eine Fehlerméglichkeit, die Verluste 
bedingen kann, bringt die Tatsache mit sich, daB sich nicht der ganze 
Niederschlag in der Kuppe des Réhrchens sammelt, sondern Teile an 
der Oberflache der Fliissigkeit suspendiert bleiben. Sie laBt sich bei 
entsprechender Absaugetechnik vermeiden. Als Unbequemlichkeit der 
Methode mag vielleicht die stete Kontrolle der Methylglyoxalstamm- 
lésung gelten. Diese ist jedoch nach unseren Erfahrungen unbedingt 
erforderlich, da absolut reine Methylglyoxallésungen beim Stehen, auch 
bei Kisschranktemperatur, wie bekannt, eine Abnahme ihres Gehaltes 
hei gleichzeitig zunehmender Aziditit ergeben. Die Darstellung der 
Methylglyoxalstammlésung selbst bereitet nach der Methode von 
Fischer und Taube? bzw. nach den neuen eleganten Verfahren von 
Neuberg und Hofmann® keine Schwierigkeiten*. 


Zusammenfassung. 
Es wird eine kolorimetrische Mikrobestimmung des Methylglyoxals 
beschrieben, welche auf der Fillung mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 


und Umsetzung des gereinigten Bishydrazons mit Alkohol-Kalilauge 
beruht. 


Beleganalysen. 
I. Reine Methylglyoxallésungen. 


Standard: 0,10 mg Methylglyoxal auf 100 ccm. 








Methylglyoxal Differenz 
zugesetzt gefunden absolut een sere Anmerkung 
mg mg mg ¥ 
0,025 0,025 ” “ Auffillung auf 50 ecem 
0,050 0,04975 — 0,000 25 — 0,5 e , 100 
0.100 0,097 — 9,003 —3 - . 100 
0,200 0,196 — 0,004 —2 ‘ . 109 


‘ Siehe die Beleganalysen am SchluB der Arbeit. 


Ber. 57, 1502, 1924. 

Diese Zeitschr. 224, 491, 1930; 226, 489, 1930. 

Nach unseren Erfahrungen bleibt die Violettfarbung des Methy!- 
glyoxalbishydrazons mit Alkohol-Kalilauge durch Tage unverandert. 
Vielleicht 148t sich die Unbequemlichkeit der standigen “Kontrolle der 
‘tammlésung und der Bereitung der Standardlésung bis zu einem gewisseii 


Grade durch wiederholte Verwendung der gleichen Standardfarblésung 
vermeiden. 
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11. EinfluB von zugesetzter Brenztraubensdure, Acetaldehyd, Glucose wu) 
Milchsdure. 





Samtliche Ansitze enthalten in 5cem 50 y Methylglyoxal und die ent 
sprechenden Zusitze. 





Differenz 


; 
| 
} 
: 
| 
: 
; 











Zusitze Methyl- | 
ee a teers ee eee ee ee ee 7 1 ea ae 
Pe... Ae Acetaldehyd Glucose —Milchsaure Fo a absolut im 
i ’ Y mg mg Y ’ 
12,5 12,5 5 1,25 50,34 + 0,34 + 0,7 
: 25 25 10 2,5 50,76 + 0.76 +15 
50 | 50 20 5 49,50 — 0,50 — 1,0 
100 109 50 19 50,00 0 7] 
III. Wiederjinden zu Serum zugesetzten Methylglyoxals bei sojortiger 
; Verarbeitung. 
' a iii eaieitigiialaie 
Methylglyoxal Differenz 
zugesetzt gefunden Peer absolut or 
mg mg mg " 
0,100 0,101 + 0,091 +1 
0,333 0,325 — 0,008 —24 
0,333 0,320 — 0,013 — 89 
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Zur Frage nach der Zersetzung von Nicotin im Tabak 
durch Bakterien. 


Von 
J. Bodnar und Ladislaus Barta. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Debrecen.) 


(Eingegangen am 9. Februar 1931.) 


Vergleichende Nicotinbestimmungen in fermentierten und nicht 
fermentierten Tabaken haben ergeben [Nessler, Kosutany, Behrens (1), 
daB der Nicotingehalt waihrend der Fermentation um 7 bis 60°, ab- 
nimmt. Neuestens haben Smirnow und Izwoschikow (2) nachgewiesen, 
daB der Nicotingehalt griiner Tabakblatter auch wahrend des Trocknens 


abnimmt. Die sich bei der Fermentation abspielenden Zersetzungs- 
vorginge fiihren einige Forscher auf Tabakblattenzyme, andere auf 
die Wirkung der auf den Tabakblattern lebenden Mikroorganismen 
zuriick (3). Die wahrend der Fermentation stattfindende Nicotin- 
zersetzung diirfte ebenfalls enzymatischer oder bakterieller Natur sein. 


Der Ansicht, da8B sich infolge der bei der Fermentation entstehenden 
Warme Nicotin einfach verfliichtigen wiirde, widerspricht einerseits die 
saure Reaktion des Tabaks (wiaihrend der Fermentation nimmt das px zu)', 
andererseits der Umstand, da8 in Fermentationsriumen noch nie Nicotin- 
vergiftung beobachtet wurde, was doch jedenfalls vorkommen miiBte, 
wenn in einem Raume, wo mehrere hundert Meterzentner Tabak aufgehauft 
sind, aus dem Tabak Nicotin in die Luft gelangen wiirde. 

Fodor und Reifenberg (4) haben nachgewiesen, daB der Nicotingehalt 
des mit Antiseptica aufbewahrten Tabakblattmazerats (pq = 5,05 bis 5,29) 
um 7 bis 25°, abnimmt; daraus folgt, daB das Nicotin sich durch Ein- 
wirkung von Enzymen (Oxydase) zersetzte. Faitelowitz (5) bezweifelt die 
Richtigkeit dieser Feststellung; bei seinen neuesten Untersuchungen (6) 
erlitt die ohne Antiseptica aufbewahrte wiisserige Tabaksuspension wesent- 
lichen Verlust an Nicotingehalt (inzwischen wurde die urspriinglich saure 
Suspension alkalisch), bei Anwesenheit von Chloroform erfolgte keine 
Nicotinabnahme (die Suspension blieb sauer). Daraus schloB Faitelowitz, 
daB die bei der Fermentation des Tabaks beobachtete Nicotinabnahme aus- 


? Noch nicht publizierte Untersuchungen. 
Biochemische Zeitschrift Band 233. 91 
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schlieBlich auf die durch Bakterien verursachte Zersetzung des Nicotins 
zurickgefiihrt werden kann. Rundshagen (7) schreibt die Abnahme des 
Nicotingehalts des Tabaks ebenfalls der Einwirkung von Bakterien 2. 
Betreffs der bei der Nicotinzersetgung entstehenden Produkte erw ahnt Fa//;- 
lowitz folgendes: Es entsteht kein Ammoniak, die entstandenen Zersetzungs.- 
produkte (Stickstoffbasen) sind fliichtig und verhindern die bakterielle Zer- 
setzung des Nicotins. LieB er die alkalisch gewordene Tabaksuspension 
an der Luft eintrocknen und gab dann zum Riickstand Wasser, so ging 
infolge der Verfliichtigung der Stickstoffbasen die bakterielle Zersetzung 
des Nicotins weiter fort; nach zwei- bis dreimaliger Wiederholung dieses 
Prozeses zersetzte sich simtliches Nicotin im Tabak, und es blieb nicotin- 
freier Tabak zuriick. Der so entnicotinisierte Tabak ist jedoch infolge cer 
Armut an Stickstoffbasen, die nach Faitelowitz auf die Qualitat des Tabaks 
von groBem EinfluB sind, ganz ungenieBbar. 


Nach Faitelowitz befinden sich auf den meisten Tabakblattern zweierlei 
Bakterien: eiweiBzersetzende aerobe und kohlenhydratzersetzende anaerobe 
Bakterien, auf deren Einwirkung alkalische bzw. saure Zersetzungsprodukte 
entstehen. Auch bei Autolyseversuchen in Gegenwart von Zucker fand 
Faitelowitz Nicotinzersetgung; die aus dem Zucker entstandene Siure 
bindet die Stickstoffbasen, so daB kein Verlust an Basen stattfindet. Auf 
diese Art gelang es ihm — auf hier nicht naher geschilderte Weise —, einen 
an Stickstoffbasen reichen und so genieBbaren nicotinfreien Tabak zu 
gewinnen. 

Die von Fattelowitz angewendete titrimetrische Nicotinbestimmungs- 
methode griindet sich auf die Reaktion, die zwischen Nicotin und Jod- 
kalium- Quecksilberjodid (Mayersches Reagens) vor sich geht, und zwar 
nach Faitelowitz so, daB der Nicotinniederschlag sich im Uberschub 
des Reagens auflést (dagegen lést sich der Pyridinniederschlag nicht). 
Jodkalium- Quecksilberjodid wurde zuerst von Fodor und Reifenberg (8) 
zur Bestimmung des Nicotins verwendet, aber gerade auf entgegen- 
gesetzter Grundlage: nicht der Nicotin-, sondern der Pyridinnieder- 
schlag lést sich im Uberschu8 des Reagens. Die genannten Forscher 
haben sich auch neuestens (9) in demselben Sinne geauBert, und 
unsere eigenen Untersuchungen erweisen das gleiche; das Mayersche 
Reagens gibt nicht mit Nicotin, sondern mit Pyridin einen im Uber- 
schuB des Reagens sich lésenden Niederschlag. 

Bekanntlich ist Nicotin schon bei Zimmertemperatur fliichtig. 
Faitelowitz hat die alkalische Tabaksuspension, die also Nicotin in 
freiem Zustande enthielt, tagelang an der Luft stehen und eintrocknen 
lassen, ohne die Fliichtigkeit des Nicotins zu beachten. Der so ent- 
standene Nicotinschwund ist also durchaus kein Beweis dafiir, dab 
sich Nicotin auf Einwirkung von Bakterien zersetzt. 


Aus dem Gesagten ist ersichtlich, daB die Versuchsergebnisse 
von Faitelowitz nicht ohne weiteres angenommen werden diirfen; ¢s 
ist notwendig, seine Versuche mit exakter Bestimmung des Nicotins 
zu wiederholen. 
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Zu unseren Versuchen nahmen wir in- und auslindische Tabaksorten 
von verschiedenem Nicotingehalt. Je nach dem Nicotingehalt wurden je 
2 bis 5 g Tabak in Erlenmeyer-Kolben gebracht, mit fiinfmal soviel Wasser 
gut vermengt und im Thermostat (30°) aufbewahrt. Nach Ablauf der Ver- 
suchszeit wurde der Nicotin- und Ammoniakgehalt der Tabakautolysate 
bestimmt". 


Wir beobachteten bei unseren Versuchen, dag die im Thermostat auf- 
bewahrten Tabaksuspensionen schon vom zweiten Tage an in dibelriechende 
Fdulnis iibergingen. 

Die gewonnenen Ergebnisse sind aus den Tabellen I bis IV ersicht- 
lich. Bei den Versuchen Nr. 4 wurden die 4 Tage lang im Thermostat ge- 
haltenen Tabaksuspensionen in Petrischalen gegossen und nach Hinzu- 
gabe von Chloroform + Toluol solange bei Zimmertemperatur stehen- 
gelassen (inzwischen wurden die verdunsteten Antiseptica ersetzt), 
bis sie eintrockneten (das nahm 5 Tage in Anspruch, so daB die Ver- 
suchszeit auch hier wie bei den Versuchen Nr. 3 9 Tage betrug); im 
Riickstand wurde Nicotin und Ammoniak bestimmt. Sollte bei diesen 
Versuchen Nicotinschwund vorkommen, so ist dies nicht auf Ein- 
wirkung von Bakterien zuriickzufiihren (die Gegenwart der Antiseptica 
schlieBt die Bakterienwirkung aus), sondern kann nur durch die Ver- 
fliichtigung des Nicotins erklart werden. 


Tabelle I. 


Debrecener Tabak mit 2,81 °, Nicotingehalt. 2 g Tabak + 10 cem Wasser. 





Versuchszeit Nicotin Ammoniak 
Tage 0/9 0 


2,81 


Nr. 
o = 10 


0,45 
2:88 1,00 
2.81 0,74 
2:00 0,03 


Tabelle Il. 


Ungarischer Gartentabak mit 1,00°, Nicotingehalt. 5g Tabak + 25 cem 
Wasser. 





Versuchszeit 


Nicotin | Ammoniak 
9 9 


0,54 
0,79 
0,80 
0,16 


' Faitelowitz bestimmte im Tabakautolysat die Gesamtbasen und das 
Nicotin (die Differenz zwischen beiden nimmt er als Nichtnicotinbasen). 
Aus unseren im methodischen Teile geschilderten Untersuchungen geht 
hervor, daB8 das Destillat des alkalisierten Tabaks auBer Nicotin nur 
Ammoniak enthalt. 
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Tabelle III. 


Ungarischer Pfeifentabak (Kapa) mit 3,96°% Nicotingehalt. 2g Tabak 
+ 10 cem Wasser. 





Nr. Versuchszeit Nicotin Ammoniak 
Tage %o lo 
1 0 3,96 0,58 
2 4 3,96 0,94 
3 9 3,96 0,88 
4 4+5 2,81 — 


Tabelle IV. 
Tiirkischer Zigarettentabak, mit 1,12° Nicotingehalt. 3 g Tabak + 15 ccm 





Wasser. 
. Nr i Versuchszeit | " Nicotin Ammoniak 
nr. i Tage | Fp 0 : 
1 ee ae ee ee 
2 4 1,12 0,07 
3 9 . ae ae | 
4 4+5 0,81 _ 


Aus den Daten der Tabellen I bis IV ist folgendes ersichtlich : 


a) In den ohne Antiseptica 9 Tage lang autolysierten Tabaken 
zeigte sich keine Abnahme des Nicotingehalts, und es entstand in be- 
deutender Menge Ammoniak. Demnach wird durch die im Tabak- 
autolysat sich vermehrenden faulniserregenden Bakterien das Nicotin 
nicht zersetzt, sondern héchstwahrscheinlich aus dem Tabakeiweil 
Ammoniak erzeugt. 

b) Die Versuche Nr. 4 sprechen dafiir, daB der von Faitelowtiz bei 
ahnlichen Versuchen beobachtete Nicotinschwund nicht durch Bak- 
terien verursacht wurde (bei unseren Versuchen schloB die Gegenwart 
von Antiseptica die Bakterientaitigkeit aus), sondern einfach auf 
Nicotinverfliichtigung zuriickzufihren ist. 

DaB der Nicotinschwund alkalischer Tabaksuspensionen beim Ein- 
trocknen an der Luft durch Verfliichtigung und nicht durch bakterielle 
Zersetzung des Nicotins herbeigefiihrt wird, beweisen ferner unsere 
folgenden Versuche: 

Eine im Thermostat 4 Tage lang aufbewahrte Tabaksuspension (2 ¢ 
Tabak + 10 ccm Wasser) wurde in einen 500-ccm-EHrlenmeyer-Kolben iiber- 
gefiihrt. Der Kolben stand mit einer verdiinnte Salzsiure enthaltenden 
Waschflasche in Verbindung, und es wurde durch den Apparat bis zum 
Eintrocknen der Tabaksuspension (5 Tage lang) Luft durchgesogen. 
Bei Priifung der Salzsiurelésung konnten wir darin Nicotin nachweisen 
und der Nicotingehalt der Tabaksuspension + Salzsaiurelésung (auf Tabak 
berechnet 2,57 °%, Nicotin) stimmte mit dem Nicotingehalt des zum Versuch 
verwendeten Tabaks (2,63 °, Nicotin) iiberein. 
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Wir haben auch solche Versuche durchgefiihrt, in denen der Tabak 
statt in Wasser in einer 1 °,,igen Glucoselésung autolysiert wurde (Ta- 
bellen V bis VII). Aber auch hier lieB sich kein Versch winden des Nicotins 
nachweisen, und Ammoniak bildete sich weniger als in den wisserigen 
Versuchen. 

Tabelle V. 


Ungarischer Gartentabak mit 1,00°, Nicotingehalt. 5g Tabak + 25 cem 
Glucoselésung. 





Versuchszeit Nicotin Ammoniak 
Tage 0/9 0%, 


1,00 0,54 
1,00 0,61 
1,00 0,55 
0,84 0,07 


Tabelle VI. 


Ungarischer Pfeifentabak mit 3,96°, Nicotingehalt. 2g Tabak + 10 ecm 
Glucoselésung. 





Versuchszeit Nicotin Ammoniak 
Tage % 9 
0 3,96 


0,58 
4 3,96 73 


0 
9 3,96 0,71 


445 3.14 0:16 


Tabelle VII. 


Tirkischer Zigarettentabak mit 1,12 °, Nicotingehalt. 3g Tabak + 15 cem 
Glucoselésung. 





Versuchszeit Nicotin Ammoniak 
Tage | % 
0 0,01 
4 ‘ 0,06 

9 0,06 

4+5 62 0,01 


Bei den Versuchen Nr. 4, wo Tabaksuspensionen ebenfalls 
an der Luft’ eingetrocknet wurden, wurde auch Nicotinabnahme 
festgestellt (die eintrocknende Tabaksuspension reagierte alkalisch), 
was ebenfalls durch die Verfliichtigung des Nicotins erklart werden 
kann. 


Alles in allem, unsere Versuche bekraftigen nicht die Beobachtungen 
von Faitelowitz beziiglich der bakteriellen Zersetzung des Nicotins; 
wenigstens haben wir bei den von uns untersuchten Tabaken nicht 
beobachtet, daB die in den Tabakautolysaten sich vermehrenden 
faulniserregenden Bakterien zersetzend auf Nicotin gewirkt hatten. 
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Wir kénnen von Beobachtungen berichten, wo der Nicotingeha!t 
von Tabakhaufen, die an nicht geniigend geschiitzten Orten dem Regen 
ausgesetzt waren und deshalb teilweise verfaulten, bedeutend abnahm. 
Ohne hier auf die Ursache des konstatierten Nicotinschwunds nahe: 
einzugehen, wollen wir nur darauf hinweisen, dab, wenn im stark 
durchnaBten, faulenden und schimmelnden Tabak unter gewissen 
Umstanden auf Einwirkung von Mikroorganismen Nicotinzersetzung 
eintreten sollte, dieser ProzeB keinerlei Bedeutung haben kann fiir 
die Kenntnis des Mechanismus der Nicotinabnahme, der wahrend 
der Fermentation stattfindet. Die Fermentation ist namlich ein Proze\} 
ganz anderer Natur, in dem unter anderen auch der Wassergehalt 
des zu fermentierenden Tabaks eine bedeutende Rolle spielt. So 
fermentieren z. B. ungarische Tabake mit einem Wassergehalt iiber 
30°, nicht, sondern schimmeln, werden stinkend und verfaulen. 


Methodik. 


Die Bestimmung des Nicotins im Tabak 1iBt sich sehr zweckmiabig 
mit der von uns ausgearbeiteten mikrotitrimetrischen Methode (10) durch- 
fiihren. Im gegenwirtigen Falle jedoch, wo es sich um die Nicotinbestimmung 
autolysierter Tabaksuspension handelte, empfahl sich als allein sicheres 
Verfahren die Uberdestillierung des Nicotins mit Wasserdampf und die 
Bestimmung des Nicotins im Destillat nach der Pfyl- und Schmittschen (11) 
Pikrinsiuremethode. 

Um zu bestimmen, was fiir Basenstoffe auBer dem Nicotin in das 
Destillat des alkalisierten Tabaks bzw. des Tabakautolysats iibergehen. 
haben wir folgende Untersuchungen vorgenommen. 

1. Zu 2g pulverisierttem Tabak wurden | g MgO und 20g Kochsalz 
zugegeben, in einem 300-cem-Rundkolben mit etwa 50 ccm Wasser vermengt 
und mit Wasserdampf 150 ccm in 20 cem n/10 Salzsiure iiberdestilliert. 
In der einen Halfte des Destillats wurde das Nicotin mittels Silicowolfram. 
siiure in der anderen Halfte nach der Pikrinsiuremethode bestimmt. Mit 
Silicowolframsiure wird das Nicotin und Pyridin zusammen, mit Pikrin- 
siure (12) das Nicotin allein bestimmt. In den zu unseren Versuchen ver- 
wendeten Tabaken bzw. Tabakautolysaten fanden wir zwischen den er 
haltenen Nicotinwerten keinen erheblichen Unterschied; daraus folgt, 
da8 die untersuchten Tabake bzw. Tabakautolysate Pyridin héchstens in 
Spuren enthielten. 

2. Nach der Destillierung so wie unter 1. wurde die nicht verbrauciite 
Salzsiure (unter Anwendung von Methylrot) mit n/10 NaQH_ titriert 
(erste Titration). Diese Titration ergab die Menge der aus dem Tabak 
abdestillierbaren Gesamtbasen. Zur titrierten L6sung wurden ein Tropfen 
frischen Chlorwassers (zur Zerstérung des Methylrots), vier Tropfen 1 °,ige! 
Phenolphthaleinlésung und n/10 NaOQH-Lésung bis zur Rosafarbung 
zugegeben. Nun wurden zur Bestimmung des Ammoniaks 20 ccm neutraler 
Formaldehydlésung (20 cem Formalin wurden in Gegenwart von Pheno! 
phthalein mit n/10 NaOH bis zu schwacher Rosafarbung titriert und aul 
100 ccm aufgefiillt) hinzugegeben und mit n/10 NaOH titriert (zweit: 
Titration). Die erhaltene alkalische Lésung wurde mit n/10 HCl genau 
neutralisiert und mittels Pikrinsiure das Nicotin darin bestimmt. Di 
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Hdljte der zur Titrierung des Nicotindipikrats verbrauchten n/10 NaOH- 
Losung bedeutete die dem Nicotin gleichwertige n/10 NaOQH-Menge (dritte 
Titration). Enthalt das Tabakdestillat auBer Nicotin nur Ammoniak, so 
muB die Differenz der zur ersten und zur dritten Titration verbrauchten 
Kubikzentimeter n/10 NaOH gleich sein den zur zweiten Titration (zur 
unmittelbaren Bestimmung des Ammoniaks) verbrauchten Kubikzentimetern 
Lauge. Die Titrationen mit den zu unseren Versuchen verwendeten Tabaken 
bzw. Tabakautolysaten ergaben, da8 die Differenz der ersten und der 
dritten Titration mit dem Ergebnis der zweiten Titration iibereinstimmte ; 
daraus folgt, daB das Tabakdestillat auBer Nicotin und Ammoniak andere 
Basen héchstens in ganz unbedeutenden Spuren enthalt. 


Zusammenfassung. 


Die in Tabaksuspensionen bei Autolyse ohne Antiseptica ver- 
mehrten faulniserregenden Bakterien wirken laut unseren Versuchen 

im Widerspruch zu den Feststellungen von Faitelowitz — nicht 
zersetzend auf Nicotin. Bei Autolyse von Tabak (ohne Antiseptica) 
entsteht als einziges fliichtiges, basisches Zersetzungsprodukt nur 
Ammoniak (andere Basen héchstens in ganz unbedeutenden Spuren). 

Sollte auch in faulendem Tabak unter gewissen Umstanden Nicotin- 
zersetzung eintreten, so kann dies von keinerlei Bedeutung sein fiir 
die Kenntnis des Mechanismus des Nicotinschwundes wahrend der 
von der Faulnis ganz verschiedenen Fermentation. 


Literatur. 


1) R. Kissling, Handb. d. Tabakkde., d. Tabakbaues u. d. Tabak- 
fabrikation, 5. Auf., 8. 309. Berlin 1925. — 2) A.J. Smirnow u. W. P. 
Izwoschikow, diese Zeitschr. 228, 329, 1930. — 3) R. Kissling, 1. c. 8S. 292; 
Th. Andreadis, diese Zeitschr. 211, 378, 1929. — 4) A. Fodor u. A. Reifen- 
berg, Biochem. Journ. 19, 830, 1925; Zeitschr. f. physiol. Chem. 162, 1, 
1926. — 5) A. Faitelowitz, Biochem. Journ. 21, 262, 1927. 6) Derselbe, 
diese Zeitschr. 224, 459, 1930. — 7) H. Rundshagen, Chem.-Ztg. 58, 717, 
1929. — 8) A. Fodor u. A. Reifenberg, |. ce. — 9) Dieselben, diese Zeitschr. 228, 
327, 1930. — 10) J. Bodnar, J. Straub u. V.L. Nagy, ebendaselbst 195, 103, 
1928; J. Bodnér u. V. L. Nagy, ebendaselbst 227, 452, 1930. — 11) B. Pfyl 
u. O. Schmitt, Zeitschr. f. Unters. d. Lebensm. 54, 60, 1927. 12) H. B. 
Rasmussen, Zeitschr. f. analyt. Chem. 55, 81, 1916. 























Zur Spezifitit der a-Glucosidasen. 
Erwiderung auf die gleichnamige Arbeit von H. Karstrém'. 


Von 


Rudolf Weidenhagen. 
(Aus dem Institut fiir Zuckerindustrie in Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Februar 1931.) 


Nach der von mir aufgestellten Spezifititstheorie der Carbo- 
hydrasen (1) werden die Disaccharidspaltungen nur durch einfache 
Glykosidasen bewirkt, deren Spezifitat auf die sterische und konfi- 
gurative Anordnung des glykosidisch verkniipften Zuckers beschrankt 
ist. Einfach glykosidisch verkniipfte Disaccharide sind also nur durch 
eine Glykosidase spaltbar, wahrend bei doppelt glykosidisch ver- 
kniipften Zuckern bei Verschiedenheit der Komponenten die Spaltung 
durch zwei Glykosidasen bewirkt werden muB. So ist Maltose nur durch 
a-Glucosidase spaltbar, beim Rohrzucker dagegen sind «-Glucosidase 
und £-h-Fructosidase zur Spaltung befahigt. Dieselbe «-Glucosidase 
ist also, da ihre Spezifitat von der Natur des glykosidischen Paarling: 
unabhangig ist, sowohl zur Maltose- als auch zur Rohrzuckerspaltung 
imstande. Diesen Nachweis, welcher die Hauptstiitze der Theorie 
darstellt, haben wir in eindeutiger Weise bei der x-Glucosidase der 
untergarigen Bierhefe fiihren kénnen (2). Nach einem neuen Ab. 
trennungsverfahren (3) haben wir das Enzym in einer Ausbeute von 
70,°% der urspriinglich in der Hefe vorhandenen Menge in enzymatisc): 
einheitlicher Form gewinnen kénnen. Solche Lésungen sind wasser- 
klar und enthalten das Enzym in hoher Reinheit. Sie sind dahe: 
zur Priifung des Enzyms in jeder Beziehung vorziiglich geeignet. 
Karstrém beanstandet im SchluBwort seiner Arbeit die Anwendung 
von Hefeautolysaten und die Abtrennung der «-Glucosidase daraus. 
weil diese viel reicher an Saccharase sind als an Maltase. Er empfieh! 
demgegeniiber die Anwendung von Zellenarten, die reichlich Maltase 
aber keine Saccharase produzieren. Auf den enzymatischen Apparat 
solcher Organismen ist aber bisher nur aus Kleingiarversuchen (4 
geschlossen worden, die beim heutigen Stande der Enzymforschung 
nicht mehr als zuverlissig angesehen werden kénnen. Karstrém hat 
nun bei einem Bact. coli-Stamm I einen Organismus beschrieben, er 


1 Diese Zeitschr. 231, 399, 1931. 
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zur Maltose- aber nicht zur Rohrzuckerspaltung befahigt sein soll. 
Nach der von mir entwickelten Theorie ist eine Rohrzuckerspaltung 
ohne Maltosespaltung mdglich. Es liegt die Wirkung der B-h-Fructosi- 
dase vor, welche Maltose nicht angreift. Bei vorhandener Maltose- 
spaltung mu8 aber zwangslaiufig auch Rohrzuckerspaltung gefordert 
werden, da x-Glucosidase beide Disaccharide zu hydrolysieren vermag. 
Da die «-Glucosidase des Bact. colil von Karstrém diese Forderung 
nicht erfillt, so habe ich nach Bekanntwerden der Dissertation von 
Karstrém (5) Herrn A. I. Virtanen, Helsingfors, in dessen Laboratorium 
die Arbeit ausgefiihrt wurde, gebeten, mir eine Abimpfung des be- 
sagten Stammes zur Verfiigung zu stellen. Herr Virtanen hat dieser 
Bitte mehrfach entsprochen, wofiir ihm auch an dieser Stelle bestens 
gedankt sei. 

Im Gegensatz zu den finnischen Autoren haben wir jedesmal 
neben Maltosespaltung auch die gewiinschte Rohrzuckerspaltung er- 
halten. Aus den nachstehenden Zahlen geht hervor, daB die Rohrzucker- 
spaltung prozentual gegeniiber der Maltosespaltung zuriickbleibt. 


Auszug aus dem Versuchsprotokoll. 

6,2 g feuchte Bakterienmasse, 1 cem Toluol, 1 cem Essigiither, 15 cem 
H,O wurden verrieben und 5 Tage im Eisschrank aufbewahrt. Trocken- 
substanz von 2 ccm = 90,8 mg. 

Bei den folgenden Versuchen wurden 5 ccm entnommen, zu 100 ccm 
aufgefiillt und zur Bestimmung nach Bertrand 20 cem verwendet. 


1. Maltose, px = 6,9. 
Angewandt: 2,500 g Maltose, 5 cem Phosphatpuffer, px = 6,9, 4 ccm 
Enzymlésung in 50 cem Gesamtvolumen. t¢ = 30°. 








Zeit Cu Spaltung 
Std. mg 


0 , 

46 t 
168 Y 
216 72, 
264 73,0 

Maltose, pu = 4,7. 
Angewandt: 2,500 g Maltose, 5 ccm n/5Acetatpuffer, py = 4,7, 4 cem 
Enzymlésung in 50 cem Gesamtvolumen. t = 30°. 





Zeit Spaltung 
Std. 


0 
46 
168 


264 
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2. Rohrzucker, pu = 6,9. 
Angewandt: 2,375 g Saccharose, 5ccm Phosphatpuffer, pu = 6,9, 4 cen 
Enzymlésung in 50 cem Gesamtvolumen. ¢ = 30°. 





Zeit Cu Invert- Spaltung 
Std. mg zucker 0/5 
0 oat die ie 
45 7,8 3,8 7,6 
168 23,0 11,2 22.4 
216 28,0 13,8 27,6 
264 32,3 15,9 31,8 


Rohrzucker, pa = 4,7. 
Angewandt: 2,375 g Saccharose, 5 ccm n/5 Acetatpuffer, px 4,7, 4.cem 
Enzymlésung in 50 cem Gesamtvolumen. ¢ = 30°. 





. _ 
Zeit i} Cu Invert- Spaltung 


Std. mg zucker Fly 
0 sas aie on 
45 0 0 _ 
168 Spuren e ® 
216 8,3 3,9 7,8 


Die «-Glucosidase der Unterhefe verhielt sich umgekelirt (6). 
Diese Differenz, die wir auch schon bei den verschiedenen Substrat- 
spaltungen der £-Glucosidase beobachtet hatten (7). nimmt_ nicht 
wunder. Wir haben es bei den Hefelésungen, die wir zu unseren Versuchen 
verwandt haben, mit Enzymlésungen zu tun, die eine Reinheit vom 
a-Glucosidasewert = 0,5 besitzen. Die Lésungen von Karstrém aus 
Bact. colilI, die unfiltriert verwendet werden miissen, besitzen dem- 
gegeniiber nur eine Reinheit vom «-Glucosidasewert = 0,0007. Sie 
sind also etwa 700mal unreiner. Es herrschen also ganz andere Be- 
dingungen fiir das Zusammentreffen von Substrat- und Enzymmole- 
kiilen. Auch die von Karstrém neuerdings vermibte Melezitosespaltung 
seiner «-Glucosidase ist bei der langen Versuchsdauer und der bei dem 
Trisaccharid wesentlich geringeren Affinitat sehr verstindlich. Man 
sollte keinesfalls soweit zuriickschreiten und eine spezifische Melezitase 
annehmen. Unsere Beobachtungen iiber den sofortigen Zerfall des 
Trisaccharids (8) sind in einer groBen Reihe von Versuchen auch von 
Fraulein M. Rohdewald (9) in einer Dissertation aus dem Laboratorium 
von R. Kuhn bestatigt worden. Bei der Verschiedenheit der Rohr- 
zucker- und: Turanosebindung diirfte die Annahme eines einzigen 
Enzyms wohl kaum diskutabel sein. Bei der Annahme zweier Enzyme 
miiBten die Affinitaéten zur Erklirung der von Fr]. Rohdewald und uns 
beobachteten Erscheinung mathematisch genau identisch sein, was 
aber allen bisher iiber Affinitat gesammelten Erfahrungen widerspricht. 
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SchlieBlich empfiehlt Karstrém angelegentlich, mehr die ,,adaptive‘ 
Enzymbildung zu beriicksichtigen. Wir wissen jedoch, daB8 in einem 
Organismus die Ausbildung des Enzyms, das zur Spaltung des in der 
Nahrlésung vorhandenen Substrats dienen soll, durchaus keine Regel 
ist. Im Gegenteil, aus den von Wéillstdtter (10) und seinen Mitarbeitern 
durchgefiihrten Versuchen, die wir bestatigen konnten!, geht hervor, 
daB die Hefe bei Stimulation mit Maltose, die eine «-glucosidische 
Bindung enthalt, gerade nicht «-Glucosidase anreichert. Sie produziert 
in tiberwiegendem MaBe f-h-Fructosidase, wobei Wirkungssteigerungen 
bis zu 1000°, beobachtet wurden. Dieses Enzym hat aber mit dem 
erwahnten Nahrsubstrat gar nichts zu tun. Der Begriff der adaptiven 
Enzymbildung ist also nur mit gréBter Vorsicht anzuwenden. Ich 
halte also die von mir entwickelte Spezifitatstheorie der Carbohydrasen 
in jeder Beziehung aufrecht, solange nicht eindeutiges experimentelles 
Material dagegen vorliegt. Selbst dann wiirde aber die gleichzeitige 
Maltose- und Rohrzuckerspaltung durch die »-Glucosidase der Hefe, 
die ein wesentlich besseres Enzymmaterial als Bact. coli darstellt, 
bestehen bleiben, wofiir auch Karsirém trotz seiner angeblich neuen 
Befunde eine Erklarung schuldig bleibt. 

Worauf die unterschiedlichen Ergebnisse von Karstrém und uns 
in der Rohrzuckerspaltung durch das Bact. coli bedingt sind, vermag 
ich nicht zu entscheiden; vielleicht gibt die Tatsache einen Anhalts- 
punkt, daB bei den Maltoseversuchen von Karstrém bei Versuchs- 
beginn nur 42,0 mg, 40,4 mg bzw. 41,0 mg Kupfer fiir 50 mg Maltose 
gefunden wurden, wahrend doch 55,0 mg erwartet werden muBten. 
Herr I. Virtanen erklart die Diskrepanz, wie er mir brieflich mitteilte, 
durch eine Infektion unseres Stammes, die aber bei der bei uns geiibten 
Arbeitsweise véllig auszuschlieBen ist. 


Literatur. 


1) Weidenhagen, Zeitschr .d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 79, 115, 1929; 
Zeitschr. f. angew. Chem. 42, 833, 1929; Fermentforsch. 11, 155, 1930. 
2) Derselbe, Zeitschr. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 78, 539, 781, 1928; 890, 
374, 1930. — 3) Derselbe, ebendaselbst 80, 155, 1930. — 4) Lindner, 
Wochenschr. f. Brauerei 1900, Nr. 49, S. 733; Nr. 50, 8S. 746; Nr. 51, 
S. 762; 1911, Nr. 6, S.1. — 5) Karstrém, Uber die Enzymbildung 
in Bakterien usw., Dissertation, Helsingfors 1930. — 6) Weidenhagen, 
Zeitschr. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 80, 376, 1930. — 7) Derselbe, eben- 
daselbst 80, 22, 1930. — 8) Derselbe, ebendaselbst 78, 794, 1928; 80, 388, 
1930. — 9) Rohdewald, Uber pflanzliche und tierische Saccharasen, Disser- 
tation, Miinchen 1929. — 10) Wéllstdtter, Lowry u. Schneider, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 146, 177. 


1 Unverdffentlicht. 





Cher die Energetik der anaeroben Muskelkontraktion. 


Von 


Einar Lundsgaard. 
(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 11. Februar 1931.) 


Die im vorigen Jahr veréffentlichten Versuche mit Muskeln, deren 
Milchsaurebildungsfahigkeit durch Vergiftung mit Jodessigsiure auf- 
gehoben war (8) (9) (10), haben mit Sicherheit festgestellt, daB der 
isolierte Kaltbliitermuskel neben der Milchséurebildung weitere anaerob 
verfiigbare Energiequellen besitzt. Weiter kann durch die genannten 
Untersuchungen als bewiesen betrachtet werden, daB die Spaltung 
der Guanidinophosphorsiéuren der quergestreiften Muskeln bei weitem 
die wichtigste — vielleicht die einzige — derartige energieliefernde 
Reaktion ist. Die mit Muskeln mit aufgehobener Milchsaurebildungs- 
fahigkeit gewonnenen Erfahrungen haben zur Aufstellung der Hypothese 
gefiihrt, daB die Kontraktionsenergie iiberhaupt ausschlieBlich durch 
Spaltung von Guanidinophosphorsiure (Phosphagen) geliefert wird, 
wahrend die Energie der Milchsaurebildung nur zu einem Wiederaufbau 
von Phosphagen dient. Dieser Gedanke kann auch derart ausgedriickt 
werden, daB die Energie der Kohlenhydratspaltung erst auf dem Wege 
des Phosphagens fiir die Arbeitsleistung nutzbar gemacht werden kann. 
Nach dieser Auffassung sollte also die Phosphagenspaltung dem 
KontraktionsprozeB naher stehen als die Milchsaiurebildung, und die 
Méglichkeit besteht, daB die Phosphagenspaltung direkt die Kon- 
traktion hervorruft, obwohl dies augenblicklich als weniger wahr- 
scheinlich angesehen werden muB. An dieser Stelle soll aber nicht 
die Frage nach dem Mechanismus der Muskelkontraktion naher erértert 
werden, sondern nur die Energetik der anaeroben Muskelkontraktion. 

Die Energetik der anaeroben Muskelkontraktion ist friiher immer 
von dem Gesichtspunkt aus behandelt worden, da die Kontraktions- 
energie ausschlieBlich durch die Milchsaéurebildung geliefert wird. [Es 
ist indessen schon lange bekannt gewesen, daB die experimentell fest- 
stellbare gesamte Energieproduktion (Warmebildung) gréBer ist als 
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diejenige, die sich aus der gleichzeitig stattgefundenen Milchsaure- 
bildung berechnen l48t, wenn mit der Bildungswirme der Milchsdure 
(180 cal pro Gramm) und der Entionisierungswirme (100 bis 110 cal 
pro Gramm Milchsaure) gerechnet wird. Nachdem von Meyerhof und 
Lohmann (13) nachgewiesen worden war, daB die Spaltung von Phos- 
phagen eine ziemlich starke exotherme Reaktion ist, haben die genannten 
Forscher in einer vorlaufigen Mitteilung (14) die Vermutung geauBert, 
daB ein Teil der anaerob gebildeten Warme von der Phosphagen- 
spaltung herriihren dirfte. Diese Annahme wurde jedoch spiterhin 
wiederholt in verschiedenen Arbeiten aus dem Institut Meyerhofs 
zuriickgezogen (17) (13). DaB die Phosphagenspaltung im lebendigen 
Muskel als Energiequelle aufgegeben werden muBte, ist der sich aus 
den Untersuchungen von Nachmansohn (20) (21) (22) ergebenden Tat- 
sache zu verdanken, daB die nach Aufhéren der Arbeit feststellbare 
bilanzmaBige Phosphagenspaltung nicht mit der Spannungsleistung 
parallel verlauft. Der Phosphagenzerfall pro Einheit Spannungs- 
leistung ist am Anfang einer Arbeit viel gréBer als spaiterhin in einer 
Ermiidungsserie. Dies tritt nach Nachmansohn besonders bei tetanischer 
Reizung deutlich hervor. Da nun die Milchsdurebildung selbst wihrend 
einer langeren Arbeitsserie der Spannungsleistung gegeniiber als ziemlich 
konstant angesehen wurde, wiirde sich aus der Einfiithrung der Phos- 
phagenspaltungsenergie in die Berechnung die Annahme ergeben, 
daB die Gesamtenergieleistung pro Einheit Spannungsleistung wahrend 
des ersten Abschnittes einer Arbeitsserie gréBer sei als wihrend der 
spiteren Abschnitte einer solchen Reihe. Das Verhialtnis Span- 
nung/Warme (7'/H) scheint aber wahrend der verschiedenen Abschnitte 
einer Arbeitsserie ganz konstant zu bleiben. Besonders bei tetanischer 
Spannungsarbeit schien es unméglich, die Spaltungsenergie des Phos- 
phagens einzufiihren, denn nach dem Befund von Nachmansohn wird 
wahrend eines 2-Sekunden-Tetanus so viel Phosphagen gespalten, dab 
diese Spaltung allein eine geniigende Energiemenge fiir die Spannungs- 
leistung liefern kénnte und fiir eine Milchséurebildung iiberhaupt kein 
Raum iibrig bliebe. Auch eine weitere von Nachmansohn festgestellte 
Tatsache sprach entschieden gegen die ,,energetische Phosphagen- 
theorie“, naimlich die nach Aufhéren eines Tetanus nachweisbare 
anaerobe Phosphagenresynthese (20). Denn wahrend der ersten 
30 Sekunden nach einem Tetanus sollten nach Meyerhof und Mit- 
arbeitern (15) (20) (23) keine energieerzeugenden Prozesse — _ins- 
besondere keine Milchsaéurebildung — stattfinden, die die geniigende 
Energie fiir die endotherme Resynthese liefern kénnten. Um diese 
Widerspriiche zu beseitigen, wurde von Meyerhof die Hilfshypothese 
eingefiihrt, daB im tatigen Muskel keine effektive Spaltung, sondern 
nur eine warmeténungsfreie ,,Labilisierung’’ des Phosphagens statt- 
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finde. Durch meine Versuche mit jodessigsdurevergifteten Muske|) 
wurde aber nachgewiesen, da} jedenfalls in derartigen Muskeln eine 
reelle Spaltung des Phosphagens stattfindet, und weiter, dab die 
Spaltungsenergie des Phosphagens fiir den KontraktionsprozeB aus. 
nutzbar ist. Spater ist von Lipmann und Meyerhof (7) nachgewiesen 
worden, da sich auch in normalen Muskeln eine wirkliche Hydrolyse 
von Phosphagen vollzieht. Die Einfiihrung der Phosphagenspaltungs. 
energie in die Energetik der Muskelkontraktion muB deshalb als un- 
vermeidlich angesehen werden, und es scheint somit wiinschenswert, 
die friiher hiergegen sprechenden Befunde einer Nachpriifung zu unter- 
ziehen. Dies ist der Zweck dieser Arbeit. 


Ich bin derart verfahren, daB ich sowohl die Phosphagenspaltung 
als die Milchséurebildung in demselben Muskel bestimmt habe. Dieses 
Verfahren scheint mir vorteilhafter zu sein als die Bestimmung von 
Phosphagenspaltung bzw. Milchsaurebildung in je verschiedenen 
Versuchsreihen, wie dies friiher geschehen ist. 


Methodisches. 


Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB die beiden Gastro- 
cnemien groBer Eskulenten gleichartig ausprapariert und beide am Spannungs- 
hebel befestigt 15 bis 20 Minuten in einer Stickstoffatmosphare aufgehangt 
wurden. Die Praparation geschah auf eisgekiihltem Teller. Die Versuche 


sind bei Zimmertemperatur (18 bis 20°) ausgefiihrt. Wie vollstandig die 
Muskeln waéhrend des Aufenthalts am Spannungshebel die Zimmertemperat ur 
angenommen haben, wurde nicht kontrolliert. Nach einem Aufenthalt in 
Stickstoff von 15 bis 20 Minuten wurde der eine Muskel gereizt. 0,5 bis 
1 Minute nach Aufhéren der Reizung wurden beide Muskeln abgeschnitten 
und in fliissiger Luft gefroren. Der Arbeitsmuskel wurde gewogen und beide 
Muskeln dann mittels eines kleinen MeiBels der Linge nach in zwei oder 
mehrere groBe Stiicke zerteilt. Da groBe Muskeln beim Frieren in fliissiger 
Luft gewéhnlich der Lange nach platzen, bietet dieses Verfahren keine 
besondere Schwierigkeiten. Die zwei Stiicke oder zwei Portionen von 
groBeren Stiicken wurden getrennt gewogen; der eine Teil dann fiir Milch- 
siurebestimmung in Salzsiure zerdriickt, der andere fiir Phosphagen- 
bestimmung in Trichloressigsiiure behandelt. Fiir die Milchsiurebestimmung 
wurde nie weniger als 0,8 g und fiir die Phosphagenbestimmung nie weniger 
als 0,5 g verwendet. Gewédhnlich standen noch gréBere Mengen zur Ver- 
fiigung. 

In den Versuchen mit Einzelzuckungen ist mit eben maximalen In- 
duktionséffnungsschlagen direkt gereizt worden (Roll.-ab. 8 bis 9 cm). 
Die Reizfrequenz war in den meisten Versuchen 54 pro Minute. In den 
Tetanusversuchen habe ich indirekt gereizt. Die Frequenz war 25 pro 
Sekunde (Roll. ab. 35 bis 38 cm). In den Versuchen iiber die Phosphagen- 
resynthese und Nachbildung von Milchséiure wurden beide Muskeln gleich 
zeitig mit demselben Strom gereizt. Die beiden Muskeln waren paralle! 
eingeschaltet, jedoch in der Weise, daB8 der Strom fiir beide Muskeln 
an denselben Kontakt geschlossen und geéffnet wurde. Die Methodik 
dieser Versuche wird spiter etwas naher erértert werden. Die Spannungs- 
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leistung wurde gemessen und ist pro Gramm Muskel in den Tabellen ver- 
zeichnet. Die Koeffizienten Kg, und K, fiir Milchsiurebildung und Phos- 
phagenspaltung wurden in gewéhnlicher Weise berechnet (20). AuBerdem 
habe ich als Ausdruck des Verhaltnisses zwischen Spannungsleistung und 
der aus dem chemischen Umsatz zu berechnenden Energieproduktion den 
Koeffizienten 7'/H berechnet. 


g Spannung .cm Muskellainge 
T/H = a = 


berechnete Kalorien in g/em 


Bei der Berechnung des 7/H habe ich den Korrektionsfaktor fiir 
Gastrocnemien 0,69 benutzt (11), um einen direkten Vergleich mit den 
bei myothermischen Messungen mit Sartorien gefundenen Resultaten zu 
erméglichen. 

Die Berechnung der Kalorienpreduktion aus dem chemischen Umsatz 
ist in zwei verschiedenen Weisen durchgefiihrt worden (in den Tabellen 1 
und IT bezeichnet). In beiden Fallen ist die Warmeproduktion bei Bildung 
von 1g Milchséiure auf 280 cal gesetzt, die Héhe der Warmebildung bei 
Bildung von 1g Phosphorséiure aus Phosphagen ist aber in den beiden 
Fallen verschieden geschitzt. In Berechnungsweise I habe ich mit einer 
Spaltungswarme von 120 cal pro Gramm abgespaltener Phosphorsiure 
gerechnet [diesen Wert haben Meyerhof und Lohmann bei der Séure- 
hydrolyse von isoliertem Phosphagen gefunden (13)] und habe iiberdies 
nach Meyerhof eine Korrektion wegen der bei der Phosphagenspaltung 
eintretenden Alkalisierung (7) eingefiihrt. Nach den Elektrotitrations- 
kurven fiir Phosphagen und dessen Spaltungsprodukte (13) wird bei niedrigen 
Kohlensiuretentionen, d. h. py = 7,2 bis 7,3 etwa '/; Aquivalent Base pro 
gespaltenes Aquivalent Phosphagen gebildet. Die Entionisierungswairme 
des Muskelproteins kann auf 12000 cal pro Saéureaiquivalent veranschlagt 
werden. Wenn nun bei der Spaltung von einem Aquivalent Phosphagen 
1), Aquivalent Base gebildet wird, dann laBt sich '/, Aquivalent Milchséure 
hierdurch anstatt mit Protein neutralisieren. Die Entionisierungswirme 
wird hierdurch um 2400 cal pro gespaltenes Aquivalent Phosphagen herab- 
gesetzt oder mit 24 cal pro Gramm aus Phosphagen abgespaltener Phosphor- 
siure. In die Berechnung kann dies am einfachsten in der Weise eingefiihrt 
werden, daB der Spaltungswirme des Phosphagens diese Warmemenge 
abgezogen wird. Ich habe deshalb mit einer Spaltungswiirme fiir Phosphagen 
von 100 cal in Berechnungsweise I gerechnet. 

In Berechnungsweise II habe ich mit einer Spaltungswirme des 
Phosphagens von 150 cal pro Gramm abgespaltener Phosphorsaure gerechnet. 
Dieser Wert ist von Meyerhof und Suranyi in Versuchen mit enzymatischer 
Spaltung von Phosphagen gefunden worden (19), sowie von Meyerhof, 
Lundsgaard und Blaschko (16) bei der Spaltung von Phosphagen in jod- 
essigsiurevergifteten Muskeln. Ich habe hier die etwas unsichere Korrektion 
fiir die Alkalisierung unberiicksichtigt gelassen. 


Versuchsresultate. 


In den Versuchen mit Einzelzuckungen habe ich die Héhe der 
Spannungsleistung so stark wie méglich variiert. In den Versuchen, bei 
denen die Muskeln am wenigsten gearbeitet haben, war die Anzahl 
der Kontraktionen 30. Die Ermiidung wurde in den Versuchen mit 
groBer Spannungsleistung nie so weit getrieben, daB eine Ermiidungs- 
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Energetik der anaeroben Muskelkontraktion. 


Tabelle Il. 
Milchsiurebildung und Phosphagenzerfall nach Spannungsleistungen 
zwischen 100 und 200 kg/em pro Gramm. Reizung: direkt. R A: 8 bis 
gem. 4 Volt im Primarkreis. Frequenz: 54 pro Minute. a: Ruhemuskel; 


b: Reizmuskel. 





Spannungs- 
leistung 
Anorg 
Phosphat 

gespalten 


Datum 


Phosphagen 
Phosphagen 


Milchs&ure 


K,,7 
Kn} 


Muskelgewicht 
Muskellange 


T/H! 
T/H 


kg/cm PL, O05 20; mg 
prog prog prog 


- 0,91 | 1, 
3,40 121 1,43 0,87 0,83 ‘ 145 160 
A 1,01 | 1, 
3,80 136 1,15 1,68 0,54 /094 1,03 145 132 
0,64 1,51 
3,60 137 1,51 0,63 0,80 22 171/112 
52 0,99 1,29 
4,10 | 171 1,84 0,24 1,24 33 138/129 5, 
1,00 1,10 
3490 174 75 60,40 1,47 0,97 119 180)! 
93 | 1,37 
3,59 | 200 44 0,69 1,53 0,94 130 213 


Durchschnitt: 141/154 


Tabelle III. 


Milchsiurebildung und Phosphagenzerfall nach Spannungsleistungen iiber 


200 kg/em pro Gramm. a: Ruhemuskel; b: Reizmuskel. 





-s 
L 
z 
s 
a 
Zz 
D 
uw 
* 
. 


Datum 


Milchsiure 
Anorg 
Phosphat 
Phosphagen 
Phosphagen 
gespalten 


a, L 
Ky, P 


Muskelgewicht 
Muskellinge 


kgicm mg 
prog prog prog 


wn 


.Methodisches*. 


91. XI a 0,18 0,98 1,05 

— 1,649 38,65 210/)2,00 1,94 0,10 

12. X a 0.72 0,99 1,20 

Sees 2,100 4,09 25 2,69 1,92 0,21 JS 1,37 

10. X 0.21 0,63 | 1,37 

- “il b | 1,546 | 3,70 2.14 1,59 | 0.41 1,33 123 

18. XT a 0,49 1.13) 1,21 

“= i b | 1,748 | 3,80 2.69 1,96 | 0.27 2,20 1,30 136) 2: 
1X a 0,10 0,54 | 1,61 

BS b 1,460 3,55 29) 1,58/)042 289 1,64 1215 


Berechnung unter 


Durchschnitt: 122 
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starre wahrnehmbar war. Ich habe die Versuche in drei Gruppen 
geteilt, die in den Tabellen I, Ll und III verzeichnet sind. Die Tabelle | 
enthalt die Versuche mit kleinerer Spannungsleistung, d.h. bis zu 
100000 g/cm pro Gramm. In der Tabelle II sind die Versuche mit 
mittlerer Spannungsleistung, d. h. bis zu 200000 g/cm pro Gramm 
wiedergegeben, und schlieBlich in der Tabelle Ill finden sich die 
Versuche mit groBer Spannungsleistung, d.h. gréBer als 200000 g om 
pro Gramm. 

Bevor ich die Resultate dieser Versuche naher bespreche, méchte 
ich gern darauf aufmerksam machen, daB die in Ruhemuskeln gefundenen 
Werte fiir anorganisches Phosphat die gewohnlich als normal bezeic- 
neten Werte etwas iiberschreiten. DaB dies nicht von schlechter Pra. 
paration herrihrt, geht aus den sehr niedrigen Ruhewerten fiir Milch- 
siure hervor. Ich habe die Bestimmungen in der Weise kontrolliert, 
daB ich in symmetrischen Muskeln das anorganische Phosphat teils 
durch das von mir verwendete Verfahren mit Fallung nach Mathisson 
und teils nach Eggleton (2) bestimmt habe. Ich habe mit diesen beiden 
Methoden die gleichen Werte gefunden. Auch ein Vergleich zwischen 
Muskeln, die in fliissiger Luft gefroren waren, und Muskeln, die nu 
in eisgekiihlter Trichloressigsiure zerdriickt waren, hat keinen Unter- 
schied gezeigt. Ich habe den Eindruck gewonnen, daB die Werte fii 
anorganisches Phosphat in groBen Fréschen durchgangig etwas hoéher 
sind als in kleinen (jiingeren). 

Die Versuche zeigen, daB der K,,p-Wert, wie auch von Nach- 
mansohn (20) nachgewiesen, mit zunehmender Spannungsleistung an- 
wichst. In meinen Versuchen wurde jedoch bei den kleineren Spannungs- 
leistungen etwas gréBerer K,,p-Wert (Durchschnitt 102) gefunden 
als der von Nachmansohn bei entsprechenden Zuckungsserien an- 
gegebene (K,,p = 80). Der Unterschied ist jedoch nicht erheblicl 
Die Werte fiir K,,, bewegen sich bei zunehmender Spannungsleistung 
in entgegengesetzter Richtung, indem die Werte von durchschnittlich 222 
bei kleinerer Spannungsleistung, 141 bei mittlerer bis zu 122 bei grober 
Spannungsleistung abfallen. Da8 der isometrische Koeffizient fiir die 
erstere Halfte einer langen Ermiidungsserie gréBer ist als fiir die letztere. 
und also auch fiir eine mittlere Kontraktionsreihe etwas gréBer ist als 
fiir eine lange, ist schon von Meyerhof nachgewiesen worden (12). Mit 
ganz kurzen Serien sind nur wenige Versuche ausgefiihrt. Nachman- 
sohn (22) hat in Serien von 40 Zuckungen einen Durchschnittswert 
von 176 gefunden. Meyerhof bemerkt allerdings (11), daB es bei den 
wenigen Versuchen (drei Bestimmungen) und bei der Geringfiigigkeit 
der absoluten Ausschlage indessen unsicher ist, ob hier der Koeffizient 
wirklich gréBer ist als bei mittlerer Arbeit. Der von mir gefunden 
Wert von durchschnittlich 222 ist entschieden gréBer als Nachmansohn - 
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Zwar sind meine Werte eben in den Versuchen mit kurzen Zuckungs- 
-erien stark schwankend, dies ist aber kaum zu vermeiden, wenn die 
Differenz zwischen dem Milchséuregehalt in Ruhe- und in Arbeits- 
muskeln so klein ist, denn die Méglichkeit einer zuverlissigen Be- 
stimmung der bei der Arbeit gebildeten Milchséure wird wahrscheinlich 
mehr als durch die Genauigkeit der Methode durch den Umstand 
beschrankt, daB die fiir die Bestimmung notwendige Voraussetzung, 
daB der Ausgangsmilchsauregehalt der beiden symmetrischen Muskeln 
der gleiche sei, nicht immer vorhanden ist. Trotz dieser Secnwankungen 
lassen die Resultate keinen Zweifel davon iibrig, daB der K,,,-Wert 
bei ganz kurzen Zuckungsserien entschieden héher ist — die Milchsaure- 
bildung im Verhaltnis zur Spannungsleistung also kleiner — als bei 
mittlerer Héhe der Spannungsleistung. 

Betrachtet man schlieBlich die fiir den Koeffizienten 7')H in den 
drei Gruppen gefundenen Durchschnittswerte, dann sieht man, dal 
dieser Koeffizient nach der Berechnungsweise I auf bzw. 7,0 bis 6,0 
bis 5,7 bestimmt ist, nach Berechnungsweisre I] auf 5,7 bis 5,4 bis 5,3. 
Die Resultate beider Berechnungsweisen stimmen mit den bei myo- 
thermischen Messungen gefundenen Werten ganz gut iiberein. Nach 
Hill schwankt das Verhaltnis 7'/H fiir verschiedene Muskeln zwischen 
3,2 und 8,4, wobei jedoch Werte um 6 als die haufigst vorkommenden 
angesehen werden diirften. Wegen der groBen Schwankungen zwischen 
Muskeln verschiedener Frésche bei myothermischen Messungen ist es 
nicht méglich, durch einen Vergleich mit den in dieser Weise bestimmten 
Werten zu entscheiden, welche der beiden hier benutzten Berechnungs- 
weisen vorzuziehen ist. Dagegen ergibt sich ganz deutlich, daB eine 
gréBere Konstanz zwischen den Koeffizienten fiir die drei Gruppen 
nach der Berechnungsweise II erreicht wird. Noch hierdurch laBt sich 
natirlich entscheiden, welche Hydrolysewarme des Phosphagens im 
lebendigen Muskel die richtigste ist, jedoch sprechen diese Resultate 
zugunsten des Wertes 150 cal pro Gramm abgespaltener Phosphor- 
saure. 

Besonders wenn die Berechnungsweise I zugrunde gelegt wird, 
zeigt das Verhaltnis 7'/H einen deutlichen Verlauf in dem Sinne, dab 
das Verhaltnis bei zunehmender GréBe der Spannungsleistung abnimmt. 
Diese Variation, deren Realitaét jedoch nicht als festgestellt gelten kann, 
widerspricht aber der von vornherein angenommenen. Ebenfalls ergibt 
sich aus der Tabelle 1, daB, obwohl sich das Verhaltnis 7'/H von Versuch 
zu Versuch stark schwankend zeigt, diese Schwankungen jedoch kleiner 
sind als diejenigen von K,,, und K,,». Auch in den einzelnen Gruppen 
wird also von Versuch zu Versuch eine gréfere Konstanz des Verhalt- 
nisses 7'/H erreicht, wenn sowohl die Milchsaurebildung als die Phos- 
phagenspaltung bei der Berechnung beriicksichtigt werden. 


29 * 
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AuBer den Versuchen mit Einzelzuckungen habe ich eine Rei! 
von Versuchen ausgefiihrt, bei denen der chemische Umsatz bei tetan) 
scher Reizung bestimmt ist. Diese Versuche sind in den Tabellen [\ 


und V_ wiedergegeben. 

Suranyi (23) und Nachmansohn (22) haben in ihren Untersuchunge: 
bei 18° einen K,,-Wert fiir Tetani von 5 bis 10 Sekunden Dauer von 
+0 bis 60 gefunden. Meine Resultate stimmen hiermit iiberein, indem 
ich in den Versuchen mit drei Tetani von 2 Sekunden Dauer eine) 
durchschnittlichen K.,;-Wert von 51 gefunden habe. Fiir einen nu 
2-Sekunden-Tetanus liegen in der Literatur keine Bestimmungen vo 
Wie in einer friiheren Arbeit (9) erwahnt, hat mir Herr Dr. F. Lipman» 
giitigst mitgeteilt, daB er in vereinzelten derartigen Versuchen ahnliche 
Werte wie bei 5- bis 10-Sekunden-Tetani gefunden hat. In meinen 
Versuchen habe ich, wie aus der Tabelle IV hervorgeht, einen nur weniy 
héheren Wert bei nur einem 2-Sekunden-Tetanus gefunden, namlich 60 
(66, wenn der auffallend hohe Wert in Versuch 4 mitgerechnet wird). 
Obwohl also meine Tetanusversuche zu zeigen scheinen, daB die Milch- 
sdurebildung bei ganz kurzer Reizung der Spannungsleistung gegeniiber 
kleiner ist (K,, gréBer) als bei etwas langerer Reizung, wie auch in 
den Versuchen mit Einzelreizen der Fall war, so liegen jedoch die er- 
mittelten K.,-Werte sowohl bei einem einzelnen wie bei drei Tetani 
von 2 Sekunden Dauer innerhalb des fiir Tetani von bis zu 10 Se- 
kunden Dauer als normal angegebenen Bereiches. Dagegen weichen 
meine Resultate, was die K, p-Werte betrifft, entschieden von friiheren 
Resultaten ab. 

Nachmansohn hat in Versuchen mit einem 2-Sekunden-Tetanu: 
K, p-Werte von durchschnittlich 15 (Schwankungen von 11 bis 21) 
und bei drei Tetani von 2 Sekunden Dauer einen Durchschnittswert 
von 30 (Schwankungen von 27 bis 36) gefunden (21). Es ist einleuchtend, 
daB, wenn der Phosphagenzerfall bei einem 2-Sekunden-Tetanus derart 
groB ware und gleichzeitig doppelt so groB der Spannungsleistung 
gegeniiber als bei drei 2-Sekunden-Tetani, dann miiBte, da die Milch- 
sdurebildung im Verhaltnis zur Spannungsleistung nur wenig variiert. 
die gesamte Energiebildung bei einem 2-Sekunden-Tetanus im Ver- 
haltnis zur Spannungsleistung gréBer sein als bei drei solchen Tetani, 
wenn die Phosphagenspaltungsenergie beriicksichtigt werden sollte. 
Wie aus den Tabellen hervorgeht, habe ich aber in meinen Versuchen 
eine véllige Ubereinstimmung zwischen den 7'/H-Werten bei einem 
einzelnen und bei drei Tetani von 2 Sekunden Dauer gefunden. Die 
Ursache hierfiir ist, daB ich einen im Verhaltnis zur Spannungsleistung 
viel kleineren Phosphagenzerfall als Nachmansohn gefunden habe und 
gleichzeitig fiir dieses Verhaltnis eine viel kleinere Variation zwischen 
den Versuchen mit einem einzelnen und denen mit drei Tetani (/_, 


vs 


Tabelle 


Zeitkoeffizient der Milchsaurebildung (K.+) und Phone 
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Energetik der anaeroben Muskelkontraktion. 


bzw. 31 und 41). Zwar variieren die K,»-Werte bei zunehmender 
Reizdauer in derselben Richtung wie von Nachmansohn nachgewiesen, 
jedoch viel weniger als von ihm gefunden. Da das Ziel meiner Unter- 
suchungen eine Nachpriifung dariiber war, ob es bei Beriicksichtigung 
der Spaltungswarme des Phosphagens méglich ware, unter verschiedenen 
Bedingungen ein konstantes Verhaltnis 7'/H zu erreichen, und da die 
in den Versuchen tatsiachlich erreichte Konstanz dem Umstand zu 
verdanken ist, daB ich in meinen Versuchen ganz andere K, »-Werte 
gefunden habe als friihere Untersucher, habe ich versucht, der Ursache 
dieses Unterschiedes etwas naher nachzuforschen. Ich habe deshalb 
eine Reihe von Bestimmungen des K, p-Wertes bei einem 2-Sekunden- 
Tetanus unter verschiedenen Bedingungen ausgefiihrt. Die Resultate 
sind in der Tabelle VI verzeichnet. 

Die ersten Versuche bezweckten die Beantwortung der Frage, 
ob sich bei direkter und indirekter Reizung ein Unterschied in den 
K.»-Werten ergab. Wie auch von Nachmansohn nachgewiesen (20), 
war dies aber nicht der Fall. In den ersten Versuchen, wo ich, um beide 
Gastrocnemien als Reizmuskeln benutzen zu kénnen, den Ruhewert 
aus Femurmuskulatur ermittelt habe, ergaben sich aber dieselben 
kleinen Werte des K,p-Wertes wie von Nachmansohn gefunden. Ich 
habe dies weiter verfolgt, indem ich gleichzeitig Frésche von ver- 
schiedener GréBe verwendet habe. Einige Versuche sind, wie aus der 
Tabelle ersichtlich, in der Weise ausgefiihrt, daB ein Ruhewert sowohl 
aus Femurmuskulatur als auch aus dem einen Gastrocnemius ermittelt, 
und der K,»-Wert dann aus beiden Ruhewerten berechnet wurde. 
Im ganzen zeigen die Versuche, daB sich zwischen direkter und in- 
direkter Reizung sowie zwischen groBen und kleinen Fréschen kein 
Unterschied ergab (in den meisten von diesen Versuchen sind die Ruhe- 
werte fiir anorganisches Phosphat durchaus normal). Dagegen erwies 
sich, daB bei Berechnung des Phosphagenzerfalls aus den Ruhewerten 
der Femurmuskulatur entschieden niedrigere K,,-Werte  erreicht 
wurden als bei Ermittlung des Ruhewertes aus dem symmetrischen 
Muskel. In zwélf Bestimmungen, in denen der Ruhewert in Femur- 
muskulatur bestimmt wurde, ergab sich ein Durchschnittswert des 
K,» von 18, was mit dem Resultat Nachmansohns gut iibereinstimmt. 
In acht Bestimmungen, in denen der Ruhewert aus dem symmetrischen 
Gastrocnemius ermittelt wurde, ergab sich ein Durchschnittswert 
von 31, was dem Resultat der zwélf Bestimmungen in der Tabelle IV 
genau entspricht. Es ist selbstverstandlich, daB eine selbst nur wenig 
zu hohe Schatzung des Ausgangswertes an Phosphagen die K,,-Werte 
in Versuchen mit einem 2-Sekunden-Tetanus, wo der ganze Phosphagen- 
zerfall nur geringfiigig ist, sehr stark beeinflussen muB, und weiter, daB 
hierdurch die Variation des K,»-Wertes bei zunehmender Reizdauer 
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Tabelle VI. Zeitkoeffizient des Phosphagenzerfalls (K,p) nach einem schi 


2-Sekunden-Tetanus. io dh 





I iebe 
Art des 
Muskels 

Datum R Ruhe-, Reizart 


A Arbeits- 
muskel mg P20; mg P20; 
g pro g prog 


Femur R 0,922 0,59 
Gastroc. A, indirekt ‘0,810 3,1 1590 0,88 26 Koel 
, Ay direkt 0,821 3,1 1300 0,87 15 . 


Anorgan. Phos- die | 
Phosphat phagen 


Muskel- 
linge 


man 
seine 


Oberschenkel 


Kz p 
Ruhewert aus 


Dau 


Femur R 1,156 0,45 on 
Gastroc. A, indirekt 0,970 3, 1750 = 0,73 ,o7 I bilde 
a Ag direkt 0,958 3, 1800 = 0,77 rR ; dara 


Gastroc. R 0,875 0,51 Mile’ 
, A indirekt 0,875 3,0 1600 0.71 ial 


Gastroe. R 1,062 0,77 
‘ A indirekt 1,060 2000 ~=—s«O0“,88 


Femur R 1,172 0,40 
Gastro. A, | indirekt | 2,514 3,8 2700 0,91 
»  Ag/direkt 2,511 3,8 2700 0,87 


| Femur R 0,917 0,50 
| Gastroc. R 0,852 0,64 
»  A‘direkt 0,870 3,1 1800 0,83 


. || Femur R 1,332 0,50 
| Gastroc. R 1,122 0,61 
. A direkt 1.135 : 0.73 


Femur R 1,313 0,54 
| Gastroe. R 1,525 0,81 
‘ A direkt 1,495 0,81 


Femur R 0,912 0,54 
Gastroc. R 0,929 0,56 
“ A direkt | 0,937 3,1 1700 0,81 


Femur R 0,54 
Gastroe. R ‘ 0,66 
‘ A direkt By 5 2000 0,90 


Femur R | 0, 0,62 
Gastroc. R 0,68 
‘ A | direkt ; 2,95 1300 0,84 19 


Durchschnitt : 18 
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viel ausgeprigter wird als bei richtiger Schatzung des Ruhewertes. Span 
Nach diesen Resultaten ist anzunehmen, daB die Ursache der sel gesck 
niedrigen Werte des K,, bei einem 2-Sekunden-Tetanus in Nach- Kont 
mansohns Versuchen in dem Umstand zu suchen ist, daB er in diesen den 
Bestimmungen die Ruhewerte aus Sartorien ermittelt hat. In den Musk 
iibrigens nicht zahlreichen — Versuchen mit mehreren Tetani von enthé 
2 Sekunden Dauer ist dies aber nicht der Fall. Auch in‘diesen Versuchen wird 
sind die Werte fiir K_,, kleiner als in den meinigen, aber der Unter- zerfa 
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schied ist viel kleiner. Ob die Ruhemurkeln in diesen Versuchen wie 
in den meinigen in derrelben Weise wie die Reizmuskeln am Spannungs- 
hebel in Stickstoff aufgehangt waren, ist nicht angegeben. Ich halte 
die Folgerung fiir berechtigt, daB die sehr niedrigen K,,-Werte Nach- 
mansohns fiir einen 2-Sekunden-Tetanus zu bezweifeln sind, und dab 
seine ziemlich niedrigen Werte fiir mehrere Tetani von 2 Sekunden 
Dauer jedenfalls nicht verallgemeinert werden diirfen. 

Noch sei darauf aufmerksam gemacht, daB die Konstanz des 
Koeffizienten 7'/H in den Tetanusversuchen die gleiche ist, gleichgiiltig, 
welche der beiden hier benutzten zwei Berechnungsweisen der Warme- 
bildung fiir die Berechnung zugrunde gelegt wird. Dies ist einfach 
darauf zuriitkzufiihren, daB das Verhaltnis zwischen der GréBe der 
Milchsaurebildung und der Phosphagenspaltung innerhalb des unter- 
suchten Bereiches nur sehr wenig variiert. 

In der Tabelle VII sind meine Versuche iiber die Phosphagen- 
resynthese und Nachbildung von Milchsiure wiedergegeben. Die 
Versuche wurden nicht alle in genau derselben Weise ausgefiihrt. In 
den Versuchen 1 bis 6 wurde in der Weise verfahren, daB der eine 
Muskel nach 5-Sekunden-Reizung in fliissiger Luft gefroren ist, und der 
Reizstrom zu beiden Muskeln beim Heben des DewarsgefaiBes auto- 
matisch ge6ffnet. Dieser Muskel wurde also am Spannungshebel ge- 
froren. In den Versuchen | bis 3 wurde der zweite Muskel nach einer 
Erholungszeit von 1 Minute abgeschnitten und in fliissige Luft ein- 
getaucht. In den Versuchen 4 bis 6 wurde aber dieser zweite Muskel 
nach Verlauf 1 Minute in derselben Weise wie der erste am Spannungs- 
hebel befestigt gefroren. Aus der Tabelle geht deutlich hervor, daB 
durch diese beiden Methoden verschiedene Resultate mit Bezug auf 
GréBe der Phosphagenresynthese erreicht werden. Durch ersteres 
Verfahren wird eine bedeutend gréBere Resynthese gefunden als bei 
dem zweiten. Der Unterschied liegt deutlicherweise darin, daB der 
zweite Muskel nach dem ersteren Verfahren viel mehr Phosphagen 
enthalt als nach dem zweiten. Die Erklarung dieses Unterschiedes ist 
wahrscheinlich einfach die folgende: Bei Zerfrieren des am Spannungs- 
hebel befestigten und mit dem Nerv auf den Elektroden liegenden 
Muskels kontrahiert sich dieser unter Entwicklung einer bedeutenden 
Spannung, was offenbar nicht der Fall ist, wenn der Muskel ab- 
geschnitten (ohne Nerv?) in fliissige Luft eingetaucht wird. Diese 
Kontraktion beim Zerfrieren am Spannungshebel beeinfluBt aber 
den Phosphagengehalt der Muskeln in verschiedener Weise. Der 
Muskel a, der gerade im Aufhérmoment der Kontraktion gefriert, 
enthalt, wenn gefroren, nur wenig Phosphagen, der 5-Sekunden-Tetanus 
wird sozusagen ganz wenig verlangert, was den gesamten Phosphagen- 


zerfall nur wenig beeinfluBt. Der Muskel 6 gefriert dagegen zu einem 
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| 
Jeitpunkt, wo der Phosphagengehalt wieder hoch ist: dieser Muskel 
‘uhrt also einen neuen, ganz kurzen Tetanus aus, was den Phosphagen- 
gehalt merkbar herabsetzt. Die nach dem in Versuch | bis 3 ver- 
wendeten Verfahren erreichten Resultate durften als der zuverlassigste 
}Ausdruck des Umfangs der anaeroben Phosphagenresynthese angesehen 
‘werden. Da indessen ein Vergleich zwischen Milchséurebildung und 
'Phosphagenresynthese in solchen Versuchen bedenklich erscheinen mag, 
‘in welchen diese beiden Faktoren aus einem Vergleich nicht genau 
zleichartig behandelter Muskeln ermittelt sind, bin ich in den Ver- 
suchen 7 bis 11 in der Weise verfahren, daB beide Muskeln abgeschnitten 
‘und in derselben Weise in fliissiger Luft eingetaucht wurden. Das 
'SchlieBen und Offnen des Reizstromes oblag einem Mithelfer. Im 
/Moment der Stroméffnung wurde der Muskel a, in dessen Sehne vorher 
‘ein kleiner Haken mit einem Griff befestigt war, abgeschnitten und 
sofort in fliissiger Luft gefroren. Dieses Verfahren hat erméglicht, dab 
sder Muskel schon 2 bis 3 Sekunden nach Aufhéren der Reizung. in der 
fliissigen Luft eingetaucht war. Wie aus der Tabelle hervorgeht, ergibt 
sich in dieser Weise eine etwas kleinere Phosphagenresynthese als in 








den Versuchen 1 bis 3. Die Ursache hierfiir ist in diesen Versuchen, 
daB der Phosphagengehalt Ces Muskels a etwas gréBer ist als in den 
| Versuchen, in denen dieser Muskel am Spannungshebel gefroren wurde. 
' Gleichzeitig ist aber die Milchséurebildung in Versuch 7 bis 11 ent- 
_sprechend kleiner. Die Ursache hierfiir diirfte darin zu suchen sein, 
-daB die sich nach Aufhéren eines Tetanus vollziehenden Prozesse, 
-nimlich Milchsdéurebildung und Resynthese von Phosphagen, in den 
/wenigen bei dieser Versuchsanordnung vor Gefrieren des Muskels ver- 
laufenden Sekunden schon einen merkbaren Umfang erreicht haben. 
Der absolute Umfang dieser Prozesse laBt sich deshalb wahrscheinlich 
am besten durch das in Versuch 1 bis 3 verwendete Verfahren be- 
urteilen. Das Verhaltnis zwischen Milchséurebildung und Phosphagen- 
_resynthese 14Bt sich aber am zuverlissigsten in den Versuchen 7 bis 11, 
in denen die beiden Muskeln in genau derselben Weise behandelt wurden, 
beurteilen. Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist in den Versuchen | bis 3, 
wie bei dem verwendeten Verfahren zu erwarten ware, die Milchsaure- 
bildung im Verhaltnis zur Phosphagenresynthese etwas kleiner als 
in den Versuchen 7 bis 11. 

In allen Versuchen ist eine ausgesprochene Nachbildung von Milch- 
saure nachgewiesen worden. Eine solche Nachbildung von Milchsaure 
wurde friiher von Embden und Mitarbeitern wahrgenommen (3). Nach- 
dem seitens Meyerhofs Institut behauptet worden war, dab eine solche 
Nachbildung nur bei unphysiologisch starker Reizung auftrete (15) (23), 
hat Embden zwar zugegeben, daB eine zu starke Reizung die Beweis- 
kraft seiner Versuche zweifelhaft macht, die Realitat des Phanomens 
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aber festgehalten, indem aus neuen Versuchen nach einem ganz andere: 
Prinzip die Milchséurenachbildung nachweisbar sein sollte (4). Zwai 
geniigt die Beweiskraft dieser Versuche kaum, um die These allein zu 
tragen, andererseits muB aber das von Meyerhof in einer zu einem 
negativen Resultat fiihrenden Nachpriifung (18) verwendete Ver-. 
fahren als wenig geeignet angesehen werden. Gerade beim Abschlul} 
dieser Arbeit erschien aus Embdens Institut eine vorlaufige Mitteilung 
iiber Versuche, die die Milchsaéurenachbildung wieder direkt demon- 
striert (6)*. Mit dieser stimmen also meine Versuche iiberein. Die Nach 
bildung von Milchsaure ist in allen meinen Versuchen auberordentlich 
deutlich ausgesprochen. Méglicherweise ist gerade ein 5-Sekunden- 
Tetanus besonders geeignet, um die Nachbildung zu demonstrieren, 
denn hier wird der Phosphagengehalt wahrend der Kentraktion sehr 
stark herabgesetzt, ohne daB die Milch:aurebildung in der Kontraktions- 
zeit einen gréBeren Umfang erreicht. Der Unterschied an Milchsaure- 
gehalt zwischen dem direkt gefrorenen und dem restituierten Muskel 
wird deshalb jedenfalls prozentual viel gréBer als bei langeren Tetani, 
wo die Milchséurebildung auch wahiend der Kontraktion bedeutend 
ist. Obwohl keine Ruhewerte in meinen Versuchen ermittelt wurden, 
1aBt sich jedoch aus den Versuchen ersehen, da mehr als die Halfte 
der gesamten Milchsaurebildung bei einem 5-Sekunden-Tetanus nach 
Aufhéren der Kontraktion stattfindet. Nach diesen Versuchen scheint es 
mir sicher, daB die Energie fiir die Phosphagenresynthese von einer Milch- 
sdurebildung herriihrt. Diese Vermutung wurde schon in meiner ersten 
Arbeit iiber Muskelkontraktionen ohne Milchsaurebildung aufgestellt (s) 
und steht mit der damals formulierten und eingangs dieser Arbeit zi- 
tierten Hypothese der fortdauernden Phosphagenresynthese im Einklang. 

Wie erwahnt, gestatten die Versuche 7 bis 11 einen Vergleich: 
zwischen Phosphagenresynthese und Milchsaurebildung, d.h. einen 
Vergleich zwischen der zur Phosphagenresynthese  erforderlichen 
Energiemenge und der aus der Milchsaurebildung verfiigbaren Energie- 
menge. In diesen Versuchen wurde durchschnittlich 0,52 mg H,PO, 
pro Gramm resynthetisiert. Fiir diese Resynthese ist eine Energie- 
menge von 62 bzw. 78, je nachdem mit einer Hydrolysewarme des 
Phosphagens von 120 oder 150 gerechnet wird, erforderlich. In den- 
selben Versuchen wurde eine Milchsiuremenge von durchschnittlich 
0,25 mg pro Gramm gebildet, was eine Energiemenge von 70 liefern 


* Eben als diese Arbeit abgeschlossen war, erschien in Klin. Wochen 
schrift (10, 214, 1931) eine vorlaufige Mitteilung von O. Meyerhof als Er 
widerung der erwahnten Arbeit von Lehnartz (6). Meyerhof teilt hier mit, 
daB es auch ihm in gleichzeitig mit den meinigen ausgefiihrten Versuchen 
regelmaéBig gelungen ist, die Nachbildung von Milchséure nach einem 
Tetanus nachzuweisen. 
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kann. Diese Zah] kommt der fiir die Resynthese erforderlichen Energie- 
menge sehr nahe. Es ist sicher erlaubt, aus diesen Resultaten zu 
schlieBen, daB der Nutzeffekt bei der Phosphagenresynthese sehr gro’ 
ist. Selbst wenn mit der kleineren Hydrolysewarme des Phosphagens 
gerechnet wird, tberschreitet die durch die Milchsiurebildung frei 
gemachte Energiemenge die bei der Resynthese gebundene Menge nur 
um etwa 10°,. DaB die bei der Resynthese gebundene Warme die 
,.Milchsiurewirme um 10%, iiberschreitet, wenn mit dem héheren 
Wert. der Hydrolysewarme des Phosphagens gerechnet wird, spricht 
nicht entschieden gegen diesen Wert der Hydrolysewirme, denn der 
Unterschied fallt ganz innerhalb der Grenzen der Versuchsfehler. 

Der von diesen Versuchen fiir die Annahme eines sehr hohen 
Nutzeffektes bei der anaeroben Phosphagenresynthese dargebotene 
Anhaltspunkt ist fiir die Beurteilung der Hypothese der fortdauernden 
Resynthese des Phosphagens von sehr groBber Bedeutung. Schon in 
meiner ersten Arbeit auf diesem Gebiet (8) wurde hervorgehoben, daB 
es fiir die Aufrechterhaltung der Hypothese also notwendig erschien, mit 
einem annahernd 100° igen Nutzeffekt der Phosphagenresynthese zu 
rechnen. Dies hat sich auch nach den myothermischen Messungen mit 
Muskeln, deren Milchséurebildungsfahigkeit aufgehoben war (5) (16) 
als zwingend notwendig gezeigt. 

Wenn angenommen wird, daB sich die Phosphagenresynthese mit 
einem Nutzeffekt von rund 100°, vollzieht, meldet sich die Frage, 
von wo die verzégerte anaerobe Warme herriihrt. Nach den neuesten 
Untersuchungen (1) macht die anaerob verzégerte Warme nur durch- 
schnittlich 9’, der initialen Warme aus. Schon dies zeigt, daB die 
Resynthese mit einem sehr groBen Nutzeffekt verlaufen muBb. Aber 
selbst wenn mit einem Nutzeffekt von genau 100”,, gerechnet wird, 
laBt sich die anaerob verzégerte Warme erkliren. Der Wiederaufbau 
des Phosphagens bewirkt eine Saiuerung in entsprechender Weise wie 
die Spaltung eine Alkalisierung. Diese Sauerung gibt wahrscheinlich 
eine positive Warmeténung, die auf 20 cal pro Gramm geschwundene 
Phosphorséure (siehe unter ,,Methodisches*) veranschlagt werden 
kann. Wie gesagt, laBt sich die absolute GréBe der Phosphagen- 
resynthese am besten aus den Versuchen | bis 3 in der Tabelle VII 
beurteilen. In diesen Versuchen ist durchschnittlich 0,86 mg H, PO, 
pro Gramm geschwunden. Dies gibt, wenn mit den genannten 20 cal 
pro Gramm Phosphorsaure gerechnet wird, eine 8 bis 10°, der initialen 
Warme entsprechende Warmebildung. Uberdies bewirkt in demselben 
Zeitraum die Veresterung eine weitere Saéuerung, die auch von einer 
positiven Warmeténung begleitet werden muB. Die einzige zwischen 
den chemischen und den myothermischen Untersuchungen auf diesem 
Gebiet tibrigbleibende Nichtiibereinstimmung besteht nunmehr darin, 
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daB nach den letzten die anaerob verzégerte Warmebildung etwas lange: 
zu dauern scheint als die einem Tetanus folgenden chemischen Umsatze. 


Gerade nach AbschluB dieser Arbeit erschien eine vorliufige Mit- 
teilung von Lehnartz (6), in welcher die Beobachtung mitgeteilt wurde, 
daB das Verhaltnis zwischen Spannungsleistung und Milchsaéurebildung 
in Versuchen mit Einzelzuckungen von der Reizfrequenz abhangig sei 
Die von Lehnartz benutzte hohe Frequenz entspricht ungefahr der 
von mir in allen meinen Versuchen verwendeten. Um nachzupriifen, ob 
es méglich ware, bei Verwendung einer niedrigeren Frequenz niedrigere 
Werte fiir A,,,; zu erreichen, und ob die Phosphagenspaltung alsdann 
eingeschrankt wiirde, so daB immer derselbe Wert fiir 7'/H zu erreichen 
wire, oder ob vielleicht, was allerdings von vornherein wenig wahrschein- 
lich war, auch dieser Wert von der zur Verwendung gebrachten Reiz- 
frequenz abhingig ware, habe ich einige vereinzelte ,,'1empoversuche* 
im Sinne Embdens ausgefiihrt. Die Resultate sind in der Tabelle VIII 
wiedergegeben. 

In den ersten zwei mit einer Reizfrequenz von 16 pro Minute aus- 
gefiihrten Versuchen wurde der Reizmuskel erst 0,5 bis 1 Minute nach 
Aufhéren des Reizes gefroren, wie in meinen anderen Versuchen mit 
Einzelzuckungen auch der Fall war. Da in diesen Versuchen irgend- 
welcher Unterschied den anderen mit einer Frequenz von 54 aus- 
gefiihrten Versuchen (Tabelle I) gegeniiber nicht ersichtlich war (sowohl! 
K,,,, K,,p wie T/H fallen innerhalb desselben Bereiches), wurden 
einige Versuche ausgefiihrt, in denen der Reizmuskel gerade beim 
Aufhéren des Reizes gefroren wurde. Dies geschah in derselben Weise 
wie in den Versuchen 7 bis 11 der Tabelle VII. Gleichzeitig wurde die 
schnelle Frequenz bis zu 68 pro Minute erhéht. Wie aus der Tabelle VIII 
ersichtlich, habe ich auch in diesen Versuchen keinen Unterschied 
zwischen langsamer und schneller Reizfrequenz finden kénnen. In 
den Versuchen mit etwas gréBerer Spannungsleistung pro Gramm 
Muskel entspricht die Zuckungszahl ungefahr der von Lehnartz be- 
nutzten. Auch in diesen Versuchen entsprechen die verschiedenen 
Koeffizienten genau den in den friitheren Versuchen gefundenen 
(Tabellen I und II). Ich bin also nicht dazu imstande gewesen, die 
diesbeziiglichen Resultate Lehnartz zu bestitigen!. Es ist mir augen- 


' In der friiher erwéhnten Mitteilung (Klin. Wochenschr. 10, 214. 
1931) teilt Meyerhof mit, daB auch er keine Beeinflussung des K,, ;-Wertes 
durch die Reizfrequenz nachweisen kénnte. Meyerhof hat in seinen Ver 
suchen, wie auch Lehnartz, die zwei symmetrischen Gastrocnemien mit 
verschiedener Frequenz gereizt. Da ich Muskeln von verschiedenen Tiere: 
zum Vergleich benutzt habe, seien ganz kleine Unterschiede durch meine 
Versuche nicht sicher ausgeschlossen. Die von Lehnartz gefundenen Unte! 
schiede in Milchséurebildung sind aber auBerordentlich groB (bis zu 100°,,). 
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blicklich nicht méglich, mir die Ursache hierfiir zu erklaren. Ich méchte 
jedoch gern darauf hinweisen, daB die Schnelligkeiten, womit dic 
Phosphagenresynthese und die Milchsaurebildung, nach den Versuchen 
mit Tetani zu beurteilen, zu verlaufen scheinen, es wenig wahrscheinlic\) 
machen, da bei Variieren der Reizfrequenz innerhalb der bei Einze!- 
zuckungen méglichen Grenzen eine Variation im Verhaltnis zwischen 
Phosphagenspaltung und Milchséurebildung erreichbar ist. Andererseits 
ist der Nachweis der Variation im Verhaltnis Phosphagenspaltung zu 
Milchsdurebildung in Versuchen mit tetanischer Reizung und direktem 
Gefrieren des Muskels bzw. in Versuchen mit Einzelzuckungen als ein 
Tempoversuch anzusehen, aus dem die Langsamkeit der Milchsaure- 
bildung und die Reversibilitat der Phosphagenspaltung deutlich hervor- 
geht. DaB ein prinzipieller Unterschied zwischen dem Tatigkeits- 
stoffwechsel bei Einzelzuckungen und Tetani bestehen sollte, ist nicht 
wahrscheinlich. Der einzige deutliche Unterschied des Chemismus der 
beiden Kontraktionsarten ist die bei Tetani ausgesprochene, bei Einzel- 
zuckungen aber nur angedeutete Veresterung. Hierauf werde ich aber 
in diesem Zusammenhang nicht naher eingehen. 


Zusammenfassung. 


In Versuchen mit Einzelzuckungen, die der GréBe der Spannungs- 
leistung pro Gramm nach in drei Gruppen eingeteilt sind, ist bei kleinerer 


bzw. mittlerer und gréBerer Spannungsleistung ein A,,, von durch- 
schnittlich 222, 141 und 122 und ein K,,p von 102, 154 und 188 ge- 
funden worden. 


Die Phosphagenspaltung und die Milchséurebildung wurden in 
demselben Muskel bestimmt. 

Bei Berechnung des Verhaltnisses 7'/H unter Beriicksichtigung 
sowohl] der Phosphagenspaltung als der Milchsaurebiktung wurde in 
den drei Gruppen der gleiche Koeffizient gefunden, besonders wenn 
mit einer Hydrolysewirme des Phosphagens von 150 cal gerechnet 
wurde. Wird die Zahl 120 cal fiir die Berechnung zugrunde gelegt, 
scheint 7'/H bei zunehmender Arbeit etwas abzunehmen. 

Die durch Berechnung ermittelten Werte fir 7'/H stimmen mit 
den durch myothermische Messungen gefundenen gut iiberein. 

Bei einem 2-Sekunden-Tetanus wurde ein K,,; von durchschnittlich 
60 gefunden und ein K,, von 31. Bei drei 2-Sekunden-Tetani wurde 
ein K,, von durchschnittlich 51 und ein K,, von 41 gefunden. Bei 
Berechnung des Koeffizienten 7 /H hat sich dieser bei einem 2-Sekunden- 
Tetanus und drei solchen als der gleiche herausgestellt. 

Der Wert fiir K,, bei einem 2-Sekunden-Tetanus ist wegen de! 
Nichtiibereinstimmung mit den Resultaten Nachmansohns sorgfaltig i 
besonderen Versuchen nachgepriift worden. 
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Bei einem 5-Sekunden-Tetanus ist eine mehr als die Halfte der 
vesamten Milchsaurebildung ausmachende Nachbildung von Milch- 
sure nachgewiesen worden. 

Ein Vergleich zwischen der Nachbildung von Milchséiure und der 
nachtraglichen anaeroben Phosphagenresynthese bietet den Anhalts- 
punkt fiir die Annahme, daB die Phosphagenresynthese mit einem 
annahernd 100° igen Nutzeffekt verlauft. 

Die Ursache der verzégerten anaeroben Warme ist besprochen 
worden. 

Der EintluB der Reizfrequenz auf Milchsiurebildung und Phos- 


phagenspaltung in Versuchen mit Kinzelzuckungen ist nachgepriift 


worden, und zwar mit negativem Resultat. 

Die hier mitgeteilten Versuche sprechen entschieden zugunsten 
der ,,energetischen Phosphagentheorie sowie der Hypothese der ,,fort- 
dauernden Phosphagenresynthese*. 
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Methodische Mitteilungen. XIV. 


Von 
Ludwig Pinecussen. 


Kine Methode zur Bestimmung des Siliciums in organischem 
Material, zugleich ein Beitrag zur Frage der Konstitution der 
Ceruleoverbindungen des Molybdins und Wolframs. 


Von 
Wadim Roman, 
nach Versuchen von B. Minz, L. Politzer und A. Rothmann. 


(Aus dem biologisch-chemischen Institut des stadtischen Krankenhauses am 
Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 12. Februar 1931.) 


Die Ceruleoverbindung der Molybdansaure mit der Phosphorsaure 
wird seit langer Zeit zur kolorimetrischen Bestimmung des Phosphors 
benutzt. (Vgl. hierzu das ausfiihrliche Referat von F. Feigl, R. Stre- 
binger und H. K. Barrenscheen'.) Diese Phosphorkolorimetrie leistet 
ausgezeichnete Dienste, wenn die ungefihre Menge Phosphor in der 
zu untersuchenden Substanz bekannt ist, die GréBenordnung also 
festliegt und es sich nur um die genane Bestimmung innerhalb ver- 
haltnismaBig enger Grenzen handelt. Werden diese Grenzen jedoch 
iiberschritten, so erhalt man z. B. bei einer fiinfzigfach héheren Kon- 
zentration wieder dieselbe Farbintensitat wie bei der urspriinglich 
angewandten Phosphormenge. Hierbei wollen wir auBer acht lassen, ob 
die beiden Farben auch ihrer Spektralzugehérigkeit nach absolut 
identisch sind®. Diese Erscheinung tritt nicht nur beim Phosphor- 
molybdanblau*, sondern auch ebenso bei den anderen Elementen, 
die mit Molybdin Ceruleoverbindungen eingehen, auf. 


! Mikrochemie 7, 116, 1929; G. Denigés, ebendaselbst, Pregl-Fest- 
schrift 1929, S. 27. 

2 Vgl. hierzu die neue Arbeit von 7. Teorell, diese Zeitschr. 230, 1, 1931. 

3 Es wird im folgenden stets von Phosphormolybdainblau usw. ge- 
sprochen, wobei natiirlich nie die Verbindung der Elemente selbst, sondern 
stets die Komplexverbindungen der Sauren im iiblichen Sinne gemeint sind. 
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Es handelte sich nun zuniachst fiir uns darum, diese Erscheinung 
durch Farbvergleiche verschieden konzentrierter Phosphatlésungen 
unter gleichzeitiger Variation der Konzentration des Molybdats, der 
Siure und des Reduktionsmittels naher zu untersuchen, um, wenn 
méglich, eine Erklarung hierfiir zu finden, und vor allem die hierdurch 
bedingten Fehler bei der Kolorimetrie auszuschalten. 


Weiterhin sollte die Ceruleoverbindung des Siliciums mit dem 
Molybdan, fiir die Parmentier! seinerzeit die Formel SiO, .12 MoO,. Aqu. 
annahm, zur Ausarbeitung einer Methode zur kolorimetrischen 
Siliciumbestimmung benutzt werden. Die Reaktion wird vom Silicium 
nach F. Oberhauser und J. Schormiiller® bereits in sehr kleiner Kon- 
zentration gegeben und wurde daher von F. Oberhauser und J. Schor- 
miller? zur Bestimmung desselben im Wasser und von Jsaacs* zur 
Bestimmung in organischen Substanzen angewandt. Bei gleichzeitiger 
Gegenwart von Phosphor, wie das bei organischem Materia] ja stets 
der Fall ist, sind diese Methoden jedoch nicht anwendbar. Die Methode 
von Jsaacs? soll zwar die Bestimmung des Siliciums auch in Anwesenheit 
von Phosphor erlauben, da die Reduktion der Silicitummolybdansaure 
bereits bei geringerem px eintreten soll, wie die Reduktion der Phosphor- 
molybdansaiure. Da jedoch bei dieser Methode die Einhaltung des 
notwendigen py, ebenso wie die Anwesenheit von Eisen, Schwierig- 
keiten bereitet, stellten wir eine Methode zur Bestimmung des Siliciums 


unter Trennung von Phosphor zusammen, die auBerdem den Vorteil 
hat, auch den Phosphor in demselben Analysengang bestimmen zu 
kénnen, und die alkalische Veraschung an Stelle der groBe Vorsicht 
erfordernden, sauren Veraschung benutzt. 


Bei der groBen Verwandtschaft von Molybdin und Wolfram war 
zunichst anzunehmen, daB unter denselben Bedingungen, unter 
denen sich das Phosphormolybdanblau bildet, ein Phosphor wolf ram - 
blau entstehen wiirde. Dies ist jedoch nicht ohne weiteres der Fall. 
Man erhalt zwar ein analoges Phosphorwolframblau, wenn man die 
bekannte Phosphorwolframsiure in Wasser lést. Die Lésung gibt 
nach Anstellen der iiblichen Reaktion — Ansduern mit Schwefelsdure, 
Reduzieren mit Hydrochinon und wieder Alkalisieren mit einer Carbonat- 
sulfitlésung — eine blaue Farbung. Ganz anders aber ist das Verhalten 
léslicher Wolframate. Wird z. B. Natriumwolframat in Wasser gelést 
und nach Zusatz von Phosphorsiure oder Natriumphosphat und 
Schwefelsiure mit Hydrochinon reduziert, so bleibt die Lésung auch 
nach Zusatz einer Carbonatsulfitlésung absolut farblos. Jedoch gibt 


'C.r. 94, 213, 1882. 
2 Zeitschr. f. anorg. Chem. 178, 381, 1929. 
3 Bull. Soc. de Chim. biol. 6, 157, 1924. 
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eine Lésung von Natriumwolframat, die keine Phosphationen enthaly, 
in verdiinnter Schwefelsiure nach Reduktion mit Hydrochinon unte: 
Aufkochen und nachheriger Alkalisierung mit einer Carbonatsulfit- 
losung eine schéne griinblaue Farbung, die auBerordentlich bestandig 
ist, und die sehr wohl zum Nachweis des Wolframs benutzt werden 
kann. Die Methode zur Bestimmung des Wolframs unter Zugrunde- 
legung dieses ,,Wolframblaues* ist von Herrn Minz fiir  wiisserige 
Lésungen ausgearbeitet worden und soll in der nachfolgenden Arbeit 
von diesem veréffentlicht werden. Bei diesem Wolframblau handelt 
es sich aber héchstwahrscheinlich nicht um eine Heteropolysiure, 
sondern um ein Wolframoxyd, das vielleicht dem auch in festem Zu- 
stande blauen W,0O, ahnlich sein diirfte, wenn auch zum Eintritt de: 
Reaktion das Vorhandensein von Saure erforderlich ist. Es handelt 


sich bei dieser Reaktion auch wohl um einen stirkeren Eingriff, da 
die Reduktion mit Hydrochinon nur in der Hitze und auch nur mit 
konzentrierteren Hydrochinonlésungen als bei den Molybdanreduktionen 
eintritt. Die Reaktion wird durch Phosphationen verhindert und auch 
durch Ferriionen infolge der Oxydation des Hydrochinons empfindlich 


gestért. Diese St6rung kann eventuell durch Vergiftung des Katalysa- 
tors, den die Ferriionen fiir die Oxydation des Hydrochinons darstellen, 
mit KCN beseitigt werden, jedoch nur bei geringen Eisenkonzentra- 
tionen. 

Versuche zur Phosphatkolorimetrie. 


Zu den Versuchen benutzten wir eine Lésung von 4,386 ¢ KH,PO, 
im Liter Wasser, die also in 1 cem I mg P enthielt. AuBerdem wurden 
folgende Reagenzlésungen hergestellt: MoT = enthielt 50 g¢ Ammonium 
molybdat in 1 Liter n H,SO,, MoTIl enthielt 25 g¢ Ammoniummolyhdat 
in 1 Liter n H,SO,, und MoTlIT enthielt 50g Ammoniummolybdat in 
| Liter 0,5 n H,SO,; Hy enthielt 20 g Hydrochinon 1 cem konzentrierte 
H, SO, in 1 Liter Wasser; C.-S. enthielt 200 g Na,CO, 75 g¢ NagSO, in 
1500 cem Wasser. 

Verglichen wurde in einem Bereich von 0.1 bis 5mg PP. Die ent 
sprechenden Phosphatlésungen wurden durch Verdiinnung der Standard 
lésungen hergestellt. Zum Vergleich wurde jedesmal eine ganze Reilic 
angesetzt, die 0.1. 0,2, 0,4 mg usw. P enthielt. Variiert wurde also in jede1 
Reihe die Phosphatmenge, und auBerdem in den verschiedenen Reihen 
die Molybdatmenge, die Hydrochinonmenge und die Siaurekonzentration. 
Von der C.-S.-L6sung wurden stets 5 cem angewandt, auBer den Versuchen 
mit den Kombinationen 6 und 8 in Tabelle I, bei denen 5 Tropfen konzen 
trierte H, SO, zugegeben wurden ; diesen letzteren muBte, um eine nachherize 
Alkalitat zu erreichen, 10 cem C.-S.-Lésung zugesetzt werden. Es wurden 
die in Tabelle T genannten 14 Kombinationen angewandt, bei denen dic 
dort angegebenen Reagenzmengen zu je 1 cem Phosphatlésung gegeben 
und dann vor der Kolorimetrie gleichmaBig auf 100 cem mit Wasser aut- 
gefiillt wurde. Zwischen der Hydrochinonzugabe und der Carbonatsulfit 
zugabe wurde stets 5 Minuten, zwischen der Carhonatsulfitzugabe und det 
Kolorimetrie stets 10 Minuten gewartet. 
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Jede dieser 14 Kombinationen wurde zu einer Phosphatreihe gegeben, 
diese dann untereinander verglichen und festgestellt. bis zu welcher Phosphat- 
konzentration sich noch gut kolorimetrieren lie8 und die Werte der theoreti- 
schen Phosphatmenge entsprachen. Kombination | entspricht den sonst 
allgemein angewandten Reagenzkonzentrationen. 


Tabelle I. 
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Die Ergebnisse sind in Tabelle II zusammengestellt. Kolonne | enthalt 
die miteinander verglichenen Phosphatmengen in mg P und das Verhaltnis 
der beiden miteinander verglichenen P-Mengen; die Kolonnen 2, 4, 6, 
8, 10, 12, 14 geben die bei Anwendung der Kombinationen | bis 7 beob- 
achteten Schichtdicken und die Kolonnen 3, 5, 7, 9, 11, 13 und 15 die 
daraus unter Beriicksichtigung der Reziprozitat errechneten Verhaltnisse. 
Der Strich in der Kolumne bedeutet, daB von da ab die Verhiltnisse stark 
von dem theoretischen Wert abzuweichen beginnen. 

Fir die Kombinationen 8 bis 14 sind nur wenige Versuche angestellt 
worden. 

Es ergibt sich aus diesen Vergleichen, da die Menge des Ammonium- 
molybdats mindestens 100mal so groB sein muB als die des Phosphors, 
d. h. also, daB das Verhaltnis Mo: P etwa = 50:1 sein muB, wenn man 
fiir das Ammoniummolybdat die Formel 3 (N H,). 0.7 MoO, + 4 H,O an 
nimmt!. Es ergibt sich also ein erheblich héherer Wert, als sich theoretisch 
aus der von G. Denigés? angegebenen Strukturformel fiir das Ceruleo- 
molybdat errechnet, in welcher das Gewichtsverhaltnis Mo: P etwa 30: 1 
betragt. 

Fiir die Konzentration der iibrigen Reagenzien liBt sich die Regel 
aufstellen, daB im allgemeinen die Hydrochinonkonzentration nicht sehr 
wesentlich ist, wenn das richtige Verhiltnis zwischen Molybdin und 
Phosphor gewahrt bleibt. Bei niedrigeren Molybdatkonzentrationen kann 
jedoch eine Erhéhung der Hydrochinonkonzentration die Analysen 
ergebnisse verbessern, vielleicht dadurch, daB eine gréBere Molybdatmenge 
reduziert wird. Die Siurekonzentration mu8 so hoch sein, daB sie ausreicht, 
eine geniigende Menge Ammoniummolybdat in freie Molybdiansiure zu 
iiberfiihren. Hierfiir geniigt im allgemeinen die in der Molybdatlésung 
vorhandene Schwefelsiure, wenn das Ammoniummolybdat in n Schwefel 
siure gelést wurde. Jedoch wirkt eine héhere Saurekonzentration nicht 


* Nimmt man fiir das Ammoniummolybdat die Formel 5 (N H,),O 
. 12 MoO, + H,O an, so ergibt sich fiir das Verhaltnis Mo: P noch ein 
erheblich héherer Wert. 

2 G. Denigés, Bull. de la Soc. Pharm. Bordeaux 65, 107, 1927; Chem. 
Centralbl. 1928, T, 1518. 
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ungiinstig auf die Reaktion ein, nur muB in diesem Falle die Carbonatsulfit- 
menge erhéht werden, da die Ausbildung der blauen Farbe nur bei alkalischer 
Reaktion zustande kommt. 

Weitere theoretische Schliisse lassen sich aus diesen Farbvergleichen 
nicht ziehen, wir kénnen nur so viel sagen, daB jedenfalls die Ceruleo- 
verbindung in der alkalischen Lésung wohl nicht so konstituiert ist, 
wie sie G. Denigés' fiir saure Lésungen angibt und in fester Form er- 
halten hat (MoO, . [MoO,], .[MoO, . 4 MoO,].H,PO,), sondern dab 
wahrscheinlich ahnlich, aber noch komplizierter konstituierte Ver- 
bindungen mit noch héherem Molybdangehalt diese Reaktion in alkali- 
scher Lésung geben. 


Die Siliciumbestimmungsmethode. 


Das Prinzip der Methode ist kurz folgendes : 


Die Substanz wird mit einem Gemisch von Kalium- und Natrium- 
carbonat im Platintiegel geschmolzen, wobei die organischen Bestandteile 
zersetzt und etwa vorhandene freie Kieselsiure, sowie schwer lésliche 
Erdalkalisilikate in die leicht léslichen Alkalisilikate iibergefiihrt werden. 
Die Schmelze lést sich dann leicht in Wasser unter Ausfallen der Haupt- 
menge des etwa vorhandenen Eisens. Die Lésung wird mit Schwefelsiure 
neutralisiert und nach Ausfallung des Phosphors als Magnesiumammonium- 
phosphat das Alkalisilikat durch Zusatz von Ammoniummolybdatlésung 
in Siliciummolybdansaure iiberfiihrt, zu Molybdanblau reduziert und nach 
Alkalisierung mit Carbonatsulfitlésung kolorimetriert. 

Die Kolorimetrie des Silicitums geht im wesentlichen ebenso vor sich, 
wie die des Phosphors. Die schwach schwefelsaure Silikatl6sung wird, mit 
Ammoniummolybdatlésung und Hydrochinonlésung versetzt, 4 bis 5 Mi- 
nuten stehengelassen. Nach Zusatz von Carbonatsulfitlésung bildet sich 
eine kornblumenblaue Farbung, die der des Phosphors ahnlich, jedoch 
schwacher ist. Die Farbe bildet sich nach etwa 5 Minuten aus und hilt 
sich dann etwa !/, Stunde lang konstant. 

Als Silictumstandardlésung wurde eine Natriumsilikatlésung benutzt. 
Es lassen sich etwa 20 bis 8000 y Si (1 y = 1/;999 mg) gut kolorimetrieren, 
jedoch muB die Si-Standardlésung, gegen die kolorimetriert wird, etwa 
ebenso stark sein wie die zu untersuchende Lésung, da sonst ja ebenso wie 
beim Phosphor erhebliche Fehler unterlaufen. Es mu deshalb die GréBen- 
ordnung des Siliciumgehalts der zu untersuchenden Lésung zunéachst 
ermittelt werden, was entweder durch eine gravimetrische Bestimmung, 
oder auch durch bloBe Verdiinnungsversuche erreicht werden kann. Der 
Silictumgehalt der Standardlésung darf héchstens das Dreifache und muf 
mindestens die Halfte des Silicitumgehalts der zu untersuchenden Lésung 
ausmachen. In diesem Falle lassen sich sehr gute Ergebnisse erzielen. 

Eine Lésung unbekannten Si-Gehalts wird gegen eine Lésung be- 
kannten Gehalts kolorimetriert. Ist annihernde Farbgleichheit vorhanden, 
so wird die unbekannte Lésung solange verdiinnt, bis ihre Farbreaktion 
deutlich schwicher erscheint als die der Vergleichslésung. Die letzte Ver- 


1 l.e., vgl. zu diesen Konstituionsfragen auch R. Montegui, Annales 
de la Real Sociedad Espanola de Fisica y Quimica 28, 479, 1930. 
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diinnung, die Farbgleichheit zeigte, wird genau kolorimetriert und ergi)): 
den maBgebenden Wert. 

Beispiele: Verschiedene Verdiinnungen einer Natriumsilikatlésung 
bekannten Gehalts wurden gegeneinander kolorimetriert. Die Ergebnisse 
sind in folgender Tabelle II] zusammengestellt. 
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Kolonne | und 2 enthalten die Si-Gehalte der beiden gegeneinande: 
kolorimetrierten Lésungen in y, Kolonnen 3 und 4 die entsprechenden 
Schichtdicken, Kolonne 5 das reziproke Verhaltnis der Schichtdicken 
(entsprechend dem kolorimetrischen Gesetz) und Kolonne 6 das theoretische 
Verhaltnis des Si-Gehalts der beiden Lésungen zum Vergleich. 
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Wie die Tabelle zeigt, sind die Analysenergebnisse zwischen 18 und 
7320 y Si einwandfrei. Bei den groBen Mengen 8000: 9000 ergeben sich 
10% Fehler, bei den ganz kleinen Mengen 4,5: 9 y Si 30°, Fehler. Sind 
die Mengen der beiden gegeneinander zu kolorimetrierenden Mengen zu 
verschieden, wie bei 1820: 5490 1:3, so ergibt sich ein Fehler von 
iiber 50°. 

Trennung von Phosphor. 


Die Trennung von Phosphor kann, je nachdem ob man ihn bestimmen 
will oder nicht, auf zwei Weisen erfolgen. Im letzten Falle versetzt man 
die veraschte Analysensubstanz im Platintiegel mit einigen Tropfen kon- 
zentrierter Schwefelsiure und raucht vorsichtig ab. Dieses wird mehrere 
Male wiederholt, wobei die Phosphorséiure restlos entfernt wird', da 
Phosphorséure bekanntlich fliichtiger ist als Schwefelsiure. In diesem 
Falle muB aber nach der Entfernung des Phosphors der Analysenriickstand 
noch einmal mit einer kleinen Menge Carbonatmischung verschmolzen 
werden. Will man dieses nochmalige Schmelzen vermeiden, und gleichzeitig 
den Phosphor selbst bestimmen, so kann man denselben nach Auflésen 
der Veraschungsschmelze in Wasser mit Ammoniak und Magnesiamixtur 
quantitativ ausfallen *. 

Beispiel I: Angewandt 1000 y Phosphor, wiedergefunden 998 y P 
a 569 y Silicium, i 572 y Si 

Beispiel 11: Ne 1000 y Phosphor, i 1002 » P 
2745 y Silicium, * 2740 y Si 


Gebrauchte Reagenzien. 


1. Carbonatmischung: Natriumcarbonat und Kaliumcarbonat, beides 
wasserfrei, zu gleichen Teilen. 2. Magnesiamixtur: 55g kristallisiertes 
Magnesiumchlorid und 105 g Ammoniumchlorid werden in 1000 cem Wasser 
gelést, dem einige Tropfen konzentrierte Salzsiure hinzugefiigt sind*. 
3. Molybdanséurel6sung: Das hierzu angewandte Ammoniummolybdat 
muB8 vorher gereinigt werden, siehe Jsaacs*. 150 ¢ Ammoniummolybdat 
werden in 1000 cem Wasser unter Zusatz von 1000 cem 25°, iger Salpeter- 
siure gelést. Zu dieser Lésung werden 200 g Ammoniumnitrat puriss. 
zugesetzt. Die Lésung wird solange warm aufbewahrt, bis sich am Boden 
ein weiBer Niederschlag gebildet hat (etwa | Tag). Dann wird die klare 
Lésung abfiltriert, zum Filtrat die doppelte Menge absoluter Alkohol und 
Ammoniak bis zur alkalischen Reaktion zugesetzt und filtriert. Auf dem 
Filter bleibt das reine Ammoniummolybdat zuriick und kann im Exsikkator 
iiber Caleiumchlorid getrocknet werden. Hiervon werden 50 g in 1000 cem 
n Schwefelséure unter leichtem Erwirmen gelést und, wenn ndétig, filtriert. 
4. Hydrochinonlésung: 20 g Hydrochinon werden in wenig Wasser in einer 
dunklen Flasche gelést, auf 1000 cem aufgefiillt und 1 cem konzentrierter 
Schwefelsiure zugesetzt. Die Lésung ist unbedingt in dunkler Flasche auf- 
zubewahren. 5. Carbonatsulfitlésung: 1000 cem einer 20°,igen Lésung 
von Natriumearbonat werden mit 500 cem einer 15°,igen Lésung von 
Natriumsulfit gemischt (gut verschlossen aufbewahren und spitestens alle 


' Nach einer persénlichen Mitteilung von Herrn Dr. von Deines. 
2 Vel. F. P. Treadwell, Lehrb. d. anal. Chem. 2, 11. Aufl., 1927. 
3 Derselbe, 1. c. 

* Bull. Soc. de Chim. biol. 6, 157 1924 





' 
; 
: 
: 


cee 


en he meena tenn on Ueen 


352 W. Roman, B. Minz, L. Politzer u. A. Rothmann: 


2 Wochen neu herstellen). 6. Phosphorstandardlésung!: 0,386 g trocken+s 
primares Kaliumphosphat (fiir Enzymstudien nach Sdérensen) werden 
Wasser gelést und die Lésung auf 1000 cem aufgefiillt. Diese Lésung 
enthalt 1 mg Phosphor im Kubikzentimeter. 7. Silicitumstandardlésung 
Als solche kann entweder eine gewéhnliche Natriumsilikatlésung (Wasser. 
glas) verwandt werden, deren Gehalt an Kieselséure gravimetrisch bestimmt 
wurde und die entsprechend verdiinnt wird. Oder besser stellt man ei: 
solehe her durch Auflésen von 2,131 g reiner Kieselséure in 40 cem norma!) 
Natronlauge und Auffiillen auf 1000 cem, welche | mg Silicium in 1} com 
enthalt. 


Ausfiihrung der Bestimmung. 


Die etwa 1 mg Si entsprechende Menge Analysensubstanz wird 
mit der etwa fiinffachen Menge Carbonatmischung im Platintiege] 
geschmolzen (zuerst sehr vorsichtig auf kleiner Flamme erhitzen, 
damit nichts verspritzt), bis eine klare, glutfliissige Schmelze entstelt 
Es darf keinerlei unverbrannte organische Substanz mehr vorhanden 
sein. Bei sehr kohlenstoffreichen Substanzen kann man die Schmelze 
nach dem Abkihlen mit etwas Kaliumnitrat versetzen und dann noch 
einmal schmelzen, zur vollstandigen Zerstérung des Kohlenstoffs. 
Die nach dem Abkiihlen weibe, oder bei eisenreicher Substanz (Blut) 
leicht gelbliche Schmelze wird in Wasser gelést, vom eventuell aus- 
fallenden Eisen abfiltriert und mit Schwefelsdure vorsichtig neutralisiert. 
Die Lésung wird in einem groben Zentrifugenglas mit Ammoniak 
versetzt, bis sie deutlich danach riecht, dann ein Uberschu8 von Magnesia- 
mixtur zugegeben und zur vollstandigen Fallung 18 bis 24 Stunden 
stehengelassen. Danach wird abzentrifugiert, zweimal mit verdiinntem 
Ammoniak (etwa 10°) gewaschen und die Waschwasser mit dem 
ersten Zentrifugat vereinigt und etwas eingedampft, wobei auch das 
iiberschiissige Ammoniak wegdampft. Der Riickstand, welcher den 
Phosphor enthalt, wird in verdiinnter Salzsaure gelést und, wie iiblich, 
kolorimetriert. Das eingedampfte Zentrifugat, welches das Silicium 
enthalt, wird mit verdiinnter Schwefelséure angesdéuert, dann in einem 
25-cem-MeBkolben mit 1 cem Molybdansaurelésung und 2 cem Hydro- 
chinonlésung versetzt. Nach etwa 5 Minuten werden 5 ccm Carbonat- 
sulfitlésung zugefiigt, umgeschiittelt, bis zur Marke aufgefiillt und 
nach etwa 5 Minuten gegen die ebenso behandelte Standardlésung 
kolorimetriert. 

Testanalysen. 

Zweimal je 10 cem Blut wurden einmal unter Bestimmung von Phospho: 
und einmal ohne Bestimmung desselben analysiert. Gefunden wurden 
a) 0,96 mg P und 21,9 y Si in 10 cem Blut. 

b) 22.9y Si, 10, 4, 


1 Reagenzien 4 bis 6 nach L. Pincussen, Mikromethodik, 8. 34, 5. Aufl. 
1930. 
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Zusammenfassung. 


Durch Farbvergleiche wird festgestellt, daB die Ceruleoverbindung 
der Molybdanséure mit der Phosphorsiure héchstwahrscheinlich in 
der alkalischen Lésung, die zur Kolorimetrie des Phophors benutzt 
wird, eine andere Zusammensetzung aufweist als sie fiir die ent- 
sprechende von G. Denigés in fester Form isolierte Verbindung von 
diesem festgestellt worden ist. 

Die entsprechende Ceruleoverbindung der Molybdansiure mit der 
Kieselsiure wird zur kolorimetrischen Bestimmung des _ Siliciums 
benutzt. Hierfiir wird eine Methode angegeben, die es gestattet, in 
einem Analysengang Phosphor und Silicium, letzteres in einer Menge 
von etwa 20 bis 8000 y Si, mit einem Fehler von 3 bis 5°, zu bestimmen. 

Weiterhin wird festgestellt, da Phosphate und Wolframate nach 
Reduktion in saurer Lésung keine entprechende Ceruleoverbindung 
geben, jedoch werden Wolframate in schwefelsaurer Lésung in der 
Hitze durch Hydrochinon zu einer blauen Reduktionsstufe der Wolfram- 
siure reduziert, die eine Bestimmung des Wolframs auf kolorimetrischem 
Wege ermdglicht. 





Farbstoffanalyse des Harns. 


VILL. Mitteilung: 
Approximative Porphyrinbestimmung im Harn, Stuhl und in der Galle. 


Von 
Moriz Weiss. 


(Aus der I. Medizinischen Abteilung des Allgemeinen Krankenhauses in 
Wien.) 


(Eingegangen am 14. Februar 1931.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Untersuchungen tiber die Bedeutung der Porphyrinausscheidung 
im Harn machten es notwendig, ein Bestimmungsverfahren fiir diesen 
Farbstoff auszuarbeiten, welches nicht zu zeitraubend war und klini- 
schen Anspriichen geniigen konnte. Ahnlich wie beim Urobilin muBte 
aber auch dem Porphyrin in seinen Quellgebieten nachgegangen werden, 
und dies erforderte die Ausarbeitung analoger Bestimmungsmethoden 
im Stuhl und in der Galle. Quantitative Untersuchungen iiber Por- 
phyrinausscheidung im Harn liegen nur relativ sparlich, im Stuhl und 
in der Galle fast gar nicht vor. Die meisten Autoren haben sich mit 
der qualitativen Feststellung dieses Farbstoffs begniigt. Eine gréBere 
Zahl von quantitativen Porphyrinwerten finden wir bei Giinther’. 

Wie bei den anderen Farbstoffen konnte auch die Bestimmung 
des Porphyrins durch die Konstruktion des Spektrometers auf eine 
neue Grundlage gestellt werden. Das Spektrometer? erlaubt unter 
Verwendung von in ihrem Gehalt bekannten Porphyrinlésungen’, 
die in dauernd verschlossenen Kiivetten? von 20 mm Tiefe eingefiillt 
sind, die Bestimmung des Porphyrins durch Einstellung auf Gleichheit 
der analogen Spektren. Die beiden Spektren gehen dann im Blickfel 
gleichmaBig ineinander iiber und zeigen gleiche Schattenintensitat 
(s. Abb. l und 2). Da der Gehalt an Farbstoff umgekehrt proportional 


! Lubarsch-Ostertag, Ergebnisse der Allgem. Pathol. 20, 1922. 

2 Zu beziehen durch Hellige & Comp., Freiburg i. Br. 

3 Das Ausgangsmaterial fiir die Vergleichslésungen verdanke ich Herrn 
Prof. Fischer in Miinchen und Herrn Prof. Schumm in Hamburg. 
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isi den genau ablesbaren Tiefen, in welchen dies der Fall ist, so ist 
die Berechnung des Porphyringehalts relativ einfach. 


Allgemeines tiber Porphyrinbestimmung im Harn, Stuhl und in der Galle, 


Allen von mir ausgearbeiteten Porphyrinbestimmungen gemeinsam 
ist die Extraktion des gegebenen Substrats bei stark  essigsaurer 
Reaktion mittels reinen Amylalkohols. Die Methodik gestaltet sich 
aber infolge des ungleichen Aggregatzustandes von Harn, Stuhl und 
Galle verschieden. Die Amylalkoholextrakte enthalten das Porphyrin 
in seiner sogenannten alkalischen Modifikation neben anderen Farb- 
stoffen, von welchem es durch weitere Extraktionen, eventuell Re- 
extraktion soweit getrennt werden mu, da®B eine Bestimmung im 


Spektrometer méglich wird. Die Extraktion des Porphyrins aus dem 


Amylalkohol erfolgt im Schiitteltrichter bzw. im graduierten Schiittel- 
zylinder durch konzentrierte Phosphorséure, welche durch Zusatz von 
zwei Teilen Wasser dreifach verdiinnt ist. Die so verdiinnte Phosphor- 
siure wird in einem Mengenverhiltnis von '/,, bis '/; zum Amylalkohol 
zugefiigt und dann gut geschiittelt. Das sich unten absetzende erste 
H,PO,-Extrakt enthalt den gréBten Teil des Porphyrins. Es wird 
abgelassen. Da eine Extraktion aber nicht geniigt, wird noch eine 
zweite und eventuell dritte Extraktion angeschlossen. Die H,PO,- 
Extrakte werden vereinigt und abgemessen. Bei etwas starkerem 
Porphyringehalt ist das Volumen der so gewonnenen Extrakte fiir 
eine Bestimmung nicht zu groB. Bei kleinerem Porphyringehalt des 
Ausgangssubstrats oder bei zu reichlicher Anwesenheit anderer stérender 
Farbstoffe (Urobilin, Bilirubin) kann es notwendig sein, die ersten 
H,PO,-Extrakte zur Reinigung des Porphyrins einer Reextraktion 
zu unterziehen. Zu diesem Zwecke wird die vorhandene Extraktions- 
flissigkeit mit Alkaliplatzchen (Ostan!) je nach der GréBe etwa 
fiinf bis sechs Platzchen zu 10 ccm — in ihrer stark sauren Reaktion 
zunichst abgestumpft und wegen der eintretenden Erwarmung abkihlen 
gelassen; von den sich abscheidenden Kristallen wird abgegossen und 
diese werden mit Wasser einmal nachgespiilt. 

Die vereinigten Fliissigkeiten werden neuerdings mit Amylalkohol 
extrahiert. Das Amylalkoholextrakt wird nun mit der verdiinnten 
Phosphorsiure zwei- bis dreimal hintereinander wieder ausgezogen und 
die Bestimmung im Spektrometer mit den, wenn notwendig filtrierten, 
letzten Extrakten vorgenommen. 

Die verschiedenen Extraktionen ziehen einen Verlust an Porphyrin 
nach sich. Dieser Verlust wurde fiir jede Extraktion mit annaihernd 


! Hersteller: Verein fiir chemische und metallurgische Produktion 
in Aussig. 
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30°, berechnet!. Es ist daher notwendig, fiir jede Extraktion diesen 
Verlust in Rechnung zu stellen. Die normale Extraktion mit Amy}. 
alkohol und H, PO, bewirkt (wegen der zweimaligen Extraktion) einen 
Gesamtverlust von etwa 60°., welcher zum Resultat zuzurechnen ist 
Ist eine Reextraktion notwendig gewesen, so sind zweimal hinter- 
einander 60°, zuzurechnen. Wiirde daher bei einer einfachen be- 
stimmung im Harn sich ein spektrometrischer Wert von 0,2 mg ergeben, 
so miiBte, um annahernd den wirklichen Wert zu erhalten, 60°,, = 0,12 
zugerechnet werden. Das Endresultat wire daher 0,2 + 0,12 — 0,32 mg. 
Wiirde eine erste Extraktion einen Stuhlwert von 2,0 ergeben, so wiire 
nach Zurechnung von 60°, das Resultat 3,2 mg. Wiirde in diesem 
Falle nach Reextraktion des letzten Amylalkoholextrakts ein Wert 
von 1,3 mg herauskommen, so miibte fiir die Reextraktion 60°, — 0,78 
zugegeben werden = 2,1. Dazu wieder 60°,, von 2,1 = 1,26 = 3,36 mg 
Endwert. Die Reextraktion kommt seltener beim Harn als beim Stub! 
und der Galle in Betracht, welche haufiger stérende Farbstoffe in 
gréBeren Mengen enthalten. 


Die geschilderte Methodik der Porphyrinbestimmung ist nur auf 
jene Porphyrine anwendbar, welche durch Amylalkohol bei essigsaurer 
Reaktion extrahierbar sind. Dies sind von den bekannteren Porphyrinen: 
die Gruppe der Koproporphyrine (Fischer), das Hamoporphyrin 
(Nentzki), und die Haimaterinséiure (Schumm), welche mit dem Proto- 


porphyrin Fischers identisch ist. Sie ist nicht anwendbar auf das 
Uroporphyrin, welches nicht in Amylalkohol iibergeht. Zu den physio- 
logischer und pathologischer Weise gefundenen Porphyrinen gehort 
die Gruppe der Koproporphyrine (Harn, Stuhl und Galle) und das 
Protoporphyrin (nur im Stuhle). 


I. Porphyrinbestimmung im Harn. 

Zur Porphyrinbestimmung im Harn benétigen wir je nach seinem 
Gehalt 50 bis 200 cem. Der Harn wird im entsprechend graduierten Schiittel- 
zylinder pro 100 cem mit 5 cem Eisessig versetzt, gemischt und mit 10 bis 
15 cem Amylalkohol gut geschiittelt. Die Amylalkoholemulsion setzt sich 
nach einigen Minuten oben scharf ab. Die Harnfliissigkeit wird abgelassen. 
die Emulsion durch sukzessiven Zusatz von je l:bis 2 cem konzentrierten 
Athylalkohols geklart und die sich abscheidende Harnfliissigkeit abgelassen. 
Das Amylalkoholextrakt wird hierauf, wie oben geschildert, zwei bis dreima! 
mit der verdiinnten Phosphorsiure extrahiert und in den vereinigten 
Extrakten die Porphyrinbestimmung spektrometrisch vorgenommen. 

Zum Beispiel: 1. Normaler Harn. Tagesmenge 1000 cem. Zur Extraktion 
wurden 150 cem verwendet. Das H,PO,-Extrakt 12 cem ergibt den 


! Die Zahl ist nicht genau, der Fehler kommt jedoch bei den hauyt- 
sichlich fiir klinische Zwecke ausgearbeiteten Verfahren nicht nennenswert 
in Betracht. 
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spektrometrischen Wert von 50:20 gegeniiber der Vergleichsfliissigkeit 
in der Kiivette mit einem Gehalt von 0,005 mg Koproporphyrin im Kubik- 
zentimeter. Der Porphyringehalt pro die 
1000 . 12.20. 0,005 mg 
150. 50 
2. Tub. Pulm. II]. Stadium. Tagesmenge des Harns 1200 cem. Der 
Harn zeigt schon nativ einen erhéhten Porphyringehalt durch seine Farbe 
und sein Spektrum an. 50 cem wurden in der gewohnlichen Weise extrahiert 
und ein H,PO,-Extrakt von 15 cem erhalten. Die spektroskopische Unter- 
suchung ergibt einen Wert 10: 20 gegeniiber der obigen Vergleichskiivette. 
Der Porphyringehalt 
1200.15. 20.0,005 mg 
50.10 


0,16 + 60°,, Verlust 0,25 mg. 


3,6 + 60°, 


II. Porphyrinbestimmung im Stuhl. 


Zur Porphyrinbestimmung im Stuhl wird ein aliquoter Teil der ge- 
wogenen und gleichmaBig verriebenen Tagesstuhlmenge auf einem Filter abge- 
wogen, samt dem Filter in eine Reibschale gebracht, etwa 3 cem Eisessig und 
ungefahr 25 cem Amylalkohol zugegeben und mit dem Pistill gut verrieben. 
Die sich absetzende Extraktionsfliissigkeit wird filtriert oder abgegossen. 
Die Extraktion mit Amylalkohol wird unter Zusatz von sukzessive kleiner 
werdenden Quantitaten von Eisessig und Amylalkohol so lange fortgesetzt, 
bis die immer schwiécher werdende Ehrlichsche Aldehydreaktion des mit 
etwas Alkohol versetzten amylalkoholischen Extraktes anzeigt, da®B die 
Farbstoffe des Stuhls fast ersch6épfend extrahiert sind'. Die Amylalkohol- 
extrakte werden vereinigt, abgemessen und die Extraktion mit der ver- 
diinnten Phosphorsiiure im Schiittelzylinder vorgenommen. 

Zum Beispiel: 1. Tagesmenge eines normalen Stuhls 150 g. 20 g wurden 
in der angegebenen Weise mit Amylalkohol extrahiert und 80 ccm einer gelb- 
braunen Fliissigkeit erhalten. Die dreimal hintereinander vorgenommene 
H,PO,-Extraktion von 60 cem des Amylalkohols ergab zusammen 25 cem 
eines gelblichen Extraktes, welches auBer dem sauren Urobilinband nur 
ein sehr sechwaches Porphyrinband in der Lage 540 bis 550 wu aufwies 
Es wurden daher behufs Konzentration die 25 cem des H,PO,-Extraktes 
nach Neutralisation mit zw6lf Alkaliplatzchen einer neuerlichen Extraktion 
mit Amylalkohol und verdiinnter Phosphorsiure unterzogen (Reextraktion). 
Die Menge der letzten H, PO,-Extrakte betrug 10 cem. Die spektrometrische 
Bestimmung ergab den Wert 50:20 Koproporphyrin. Der Porphyrinwert 
pro die 

150 . 80. 20. 0,000 mg. 10 _ ga 1 go%, = 0,82; 0,88-+ 60% = 0,51 mg. 
20.60.50 

2. Bleivergiftung. Tagesmenge eines Stuhls 120 g; 10 g¢ davon in der 

beschriebenen Weise behandelt, ergaben ein Amylalkoholextrakt von 

100cem. Von diesem wurden 50 cem mit der verdiinnten H,PO, dreimal 

hintereinander extrahiert und 30 ccm Extrakt erhalten, welches deutlich 


' Das amylalkoholische Extrakt kann auch zur Urobilinbestimmung 
verwendet werden (siehe diese Zeitschr. 207, 151, 1929 und Wiener Arch. 
f. innere Med. 20, 1930). 
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die Bander des sauren Koproporphyrins zeigt. Die spektrometrische | 
stimmung ergab einen Wert von 15:20.  Gesamt-Porphyrinwert 
120.100. 20. 30.0,005 mg 


~ -- 4.8 60°, 7.68 mg. 
10.50.15 


Bei der beschriebenen Art der Porphyrinbestimmung im Stub! 
st6Bt man haufig statt auf das Koproporphyrin, welches in seiner 
mineralsauren Modifikation ein schmales, aber scharf begrenztes Band. 
chen durch die Wellenlinge 590 und ein breiteres, scharfes Band von 


540 bis 550 zeigt (Abb. 1), auf das Protoporphyrin, dessen _ 








ie 


Abb. 2. Spektren des mineralsauren Protoporphyrins im Spektrometer auf Gleichheit eingest 
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hander gegeniiber dem gewohnlichen Koproporphyrin rotwarts ver- 
schoben sind. Das erste Band liegt im Wellenlingengebiet von 600, 
das zweite Band reicht ungefahr von 550 bis 560 uu, 


Die Differenzierung des Koproporphyrins vom Protoporphyrin 
wird durch die verschiedene Lage ihrer Absorptionsstreifen erméglicht. 
Kin weiterer Unterschied liegt in der Extraktionsfahigkeit des Proto- 

yrins durch Chloroform aus dem H,PO,-Extrakt, wahrend das 
Koproporphyrin aus seiner mineralsauren Lésung nicht in Chloroform 
iibergeht. Die Differenzierung dieser beiden Porphyrine durch die 
spektroskopische Untersuchung st68t auf keine Schwierigkeit, wenn 
sie in etwas gréBerer Menge vorhanden sind, kann aber bei kleineren 
Quantitéten mitunter schwierig sein; meistens pflegt jedoch ent weder 
das eine oder das andere Porphyrin zu tberwiegen. 


Zum Beispiel Uleus duodeni. Im Stuhl Benzidin- und Guajakprobe 
negativ. Tagesstuhlmenge 150 g: 5g davon in der beschriebenen Weise 
extrahiert, ergeben ein Amylalkoholextrakt von 90 cem; 60 cem davon 
werden dreimal hintereinander mit verdiinnter H, P O, extrahiert und ergeben 
21 cem Extrakt, welches im Spektrometer beim Vergleich mit der Kopro- 
porphyrinkiivette deutlich eine Verschiebung des zweiten Bandes bis gegen 
560 up zeigt. Das erste Band liegt bei 600. Es ist Protoporphyrin vorhanden. 
Die spektrometrische Bestimmung wird daher statt mit der Koproporphyrin- 
mit der Protoporphyrinkiivette vorgenommen, welche auch 0,005 mg im 
Kubikzentimeter enthalt und 20 mm tief ist. Spektrometrische Gleichheit 


ergibt sich bei einer Tiefe von 15mm. Der Protoporphyrinwert pro die 
150. 90.21. 20.0,005 mg 

> 3+ 60% = 0, : 

5.60.15 6 60°; = 10,8 mg 


III. Porphyrinbestimmung in der Galle. 


Die Porphyrinbestimmung in der Galle wurde hauptsichlich bei 
Leichengallen vorgenommen. In der Lebergalle von Lebenden ist der 
Porphyringehalt in der Regel so gering, da8 man gréBere Mengen eindampfen 
miiBte, um spektrometrische Bestimmungen vornehmen zu kénnen; etwas 
héher kann der Porphyringehalt in der Blasengalle sein; gewéhnlich ist 
er aber auch da fiir eine unmittelbare Bestimmung zu niedrig. Die Leichen- 
galle kann dagegen in manchen Fallen relativ viel Porphyrin enthalten. 
Der Porphyringehalt wird in Prozenten angegeben. Von der vorhandenen 
Menge der Leichengalle werden 20 bis 50 cem in eine Reibschale gebracht 
und aéhnlich wie beim Stuhl Eisessig und Amylalkohol hinzugefiigt. Hierauf 
wird gut verrieben, absetzen gelassen und abgegossen. Die Extraktion 
wird fiinf bis sechsmal unter jedesmaligem AbgieBen wiederholt, wobei die 
Galle allmahlich eine festere fiir die Extraktion geeignetere Beschaffenheit 
annimmt. Der Amylalkohol wird abgemessen und ein aliquoter Teil mit 
der verdiinnten H,PO, dreimal hintereinander im Schiittelzylinder aus- 
geschiittelt. Die Phosphorsaiure wird abgelassen, abgemessen und filtriert. 
In ihr ist auBer Urobilin auch in der Regel Bilirubin enthalten. Dieses 
braucht an sich die spektrometrische Bestimmung des Porphyrins nicht 
zu stéren, dagegen ist dies der Fall, wenn sich das Bilirubin schon in das 
griinliche Biliverdin oder das blauliche Bilicvanin umgewandelt hat, da 
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diese eine weit starkere Lichtabsorption bewirken als das Bilirubin. Dati 
ist bei der Untersuchung der Galle auf Porphyrin die Reextraktion hiautig 
notwendig. Bei niedrigem Porphyringehalt fiihrt mitunter erst eine neue: 
liche Reextraktion zum Ziele, oder man laBt das vom Bilicyanin blaulic!e 
H,P0O,-Extrakt einige Tage im Lichte stehen, wobei das Bilicyanin al! 
miahlich verschwindet, das Koproporphyrin aber unverdandert  blei!) 
Zum Beispiel: 1. Leichengalle eines Carc. ventriculi; 50 cem vorhandei. 
Zur Extraktion wurden 20 cem_ verwendet. Das .Amylalkgoholextrakt 
betrigt 120 eem, das H,PO,-Extrakt aus 80 ecem des Amylalkohols 36 ccm. 
Die spektroskopische Bestimmung ergibt die Koproporphyrinbande: 

und den Wert 9:20. In Prozenten enthalt daher diese Leichengalle 
100 . 120. 36. 20. 0,005 mg 

20.80.9 
2. Leichengalle nach Endocarditis. Der Amylalkoholextrakt aus 
40 ccm betrigt 90 cem; 80cem davon ergeben ein H,PO,-Extrakt von 
30 cem. Der spektrometrische Wert ist wegen der relativen Dunkelheit 
der Fliissigkeit direkt nicht bestimmbar, daher wird eine Reextraktion 
vorgenommen. Die H,P0O,-Extrakte betragen jetzt 15 cem und der spektro- 
metrische Wert = 30:20. Der Koproporphyringehalt dieser Galle 
__ 100.90. 15. 20.0,005 mg _ 
u 40. 80. 30 

Wahrend im Stuhl zwei Porphyrine vorkommen — das Kopro- 
porphyrin und das Protoporphyrin —, habe ich bisher bei der Extraktion 
von mehr als 20 Leichengallen und einer Lebergalle nur Koproporphyrin 


4,5 + 60°, 7,2 mg-°,,. 


0,14 + 60°, — 0,22 + 60°, — 0,35 mz-,,. 


gefunden. Eine weitere Differenzierung des Koproporphyrins in das 
dem Blutfarbstoff nach Hans Fischer fernerstehende Koproporphyrin I 
und in das ihm naherstehende Koproporphyrin III habe ich nicht 
vornehmen kénnen. Spektroskopisch verhalten sich diese beiden 
Porphyrine véllig gleich. 
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Bildung von a-Oxy-glutarsiure durch das Enzym gekeimter 
Erbsen und Verwandlung von Methylglyoxalyl-essigsaure in 
a-Keto-glutarsaure. 


(Zugleich Betrachtungen tiber die natiirliche Entstehung von Aminosiuren.) 


Von 


Paul Mayer (Karlsbad). 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biochemie in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 16. Februar 1931.) 


Die Methylglyoxalyl - essigsiure, HOC .CO .CH,.CH,. COOH, 
wird, wie die im folgenden beschriebenen Versuche lehren, durch die 
Zellen gekeimter Erbsen und ebenso durch den daraus bereiteten Saft, 
also rein enzymatisch, zu d, «-Oxy-glutarsdure, HOOC .CHOH.CH,. 
CH,. COOH, dismutiert. Dieser Ubergang vollzieht sich fast quanti- 
tativ und verlauft, ahnlich wie ich es fiir die entsprechende Um- 
wandlung des Phenylglyoxals vor Jahren dargetan habe!, vorwiegend 
asymmetrisch. Es konnte namlich in einer Ausbeute von 85°, die 
in Form ihres Natriumsalzes rechtsdrehende «-Oxyglutarsaéure isoliert 
werden, die einen optischen Reinheitsgrad bis 74°, aufwies. Ein auf 
die erwahnte Ketonaldehyd-séure eingestelltes Enzym, das in Hefe 
von Neuberg und Collatz sowie in Bakterien von Veibel nachgewiesen 
wurde (vgl. S. 362 und 365), ist somit auch in den Samen héherer 
Pflanzen vorhanden und betatigt sich kraftig. 

Ketonaldehydmutase, die in Lésung oder als Trockenpriparat auf 
das einfache Methyl- bzw. Pheny!-glyoxal einwirkt, ist nicht nur in 
tierischen Geweben und Mikroben aufgefunden, sondern nach mannig- 
fachen Feststellungen des hiesigen Instituts auch in Vegetabilien, 
z. B. in Puffbohnen und Zuckererbsen?, Lupinen*®, Sojabohnen, Roggen 
und Weizen*, Tabak sowie in den griinen Blattern vieler Phanerogamen® 
vorhanden. 


' P. Mayer, diese Zeitschr. 174, 420, 1926. 
’, Neuberg u. G.Gorr, ebendaselbst 171. 475, 1926; 173, 358. 1926. 
3 G. Binder-Kotrba, ebendaselbst 174, 443, 1926. 
L. Klar, ebendaselbst 186, 327, 1927: siehe ferner auch F. Sakuma, 
Journ. of Biochem., Tokyo, 12, 247, 1930. 
°C. Neuberg u. M. Kobel, diese Zeitschr. 179, 459, 1926; Stoklasa- 
Festschrift, Berlin 1928, S. 269. 
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Unter den innegehaltenen Bedingungen kann man den begiinstig: 
den EinfluB von Cofermeng auf die Entstehung der «-Oxy-glutarsau 
erkennen, sowohl bei Verwendung von Brei gekeimter Erbsen als be- 
sonders bei Benutzung von Mazerationssaften aus Erbsen-keimlingen. 
Dabei besteht die Méglichkeit, daB das Coferment der Ketonaldehyi|- 
mutase an sich im Minimum vorhanden oder wahrend der kurzen Keim. 
dauer noch nicht voll entwickelt ist oder in der Zeit, die zur Herstelluny 
der Enzympraparate benétigt wird, eine Schwachung erleidet. Kin 
natiirlicher Gehalt an Coferment ist fiir Erbensamen anzunehmen, da 
J. Bodnaér* damit Phosphorylierung erzielt hat. Allerdings diirfte das 
Coferment fiir die Phosphat-bindung (v. Ruler, Myrbdck, Virtanen) 
von dem der Dismutation verschieden sein; die vermutete? komplexe 
Natur des Coferments war durch Versuche mit dem zuerst von C. Neuberg 
und A. Gottschalk® aus menschlichen Tumoren extrahierten Coferment 
durch E. Bumm und K. Fehrenbach* wahrscheinlich gemacht und ist 
neuerdings von K. Lohmann® bewiesen worden. 

An die Bildung von optisch aktiver «-Oxy-glutarsaéure durch das 
erwaihnte pflanzliche Material darf folgende Betrachtung gekniipft 
werden. 


Durch die genannte «-Oxy-di-carbonsaure wird eine Beziehung zwischen 
den Zuckerarten und den «-Aminoséuren hergestellt. Die «-Oxy-glutar- 
siure, die selbst, wenn auch selten, in der Natur vorkommt®, ist die zu 
Glutaminséure gehérige Hydroxylverbindung. Die hohe, bis zu einem 
Gehalt von 37°, reichende Beteiligung der Glutaminséure am Aufbau 
der Proteine und speziell der pflanzlichen Albumine ist bekannt, ebenso 
der Umstand, da8 sie ein Spaltungsprodukt aller Eiwei8k6rper mit Aus 
nahme der Protamine ist. Die Amino-glutarséure spielt aber noch eine 
besondere Rolle, indem sie in Gestalt ihres Monoamids, des Glutamins, be 
der EiweiBsynthese in den Pflanzen neben dem Asparagin in einem friihen 
Stadium der Vegetation auftritt und offenbar besonders reichlich erzeugt 
wird’. Wie schon C. Neuberg und H. Collatz® hervorgehoben haben, ist 
eine einfache Herleitung der «-Aminos’uren aus Kohlenhydraten lediglich 
fiir die Verbindungen der 3-Kohlenstoff-reihe, das Alanin, das Serin und das 


1 J. Bodnar, diese Zeitschr. 165, 1, 1925; vgl. auch J. Bodnar u 
P. Hofiner, ebendaselbst 165, 151, 1925; W. Zaleski u. O. Pissarjewsh y, 
ebendaselbst 189, 39, 1927. 

2 CO. Neuberg u. M. Kobe, ebendaselbst 207, 235, 1929. 

° OC, Neuberg u. A. Gottschalk, ebendaselbst 154, 492, 1924; 161. 255. 
1925. 

‘ FE. Bumm u. K. Fehrenbach, H. 198, 238, 1930. 

®° K, Lohmann, Naturwiss. 19, 180, 1931. 

6 B.O.v. Lippmann, B. 15, 1156, 1882; 24, 3301, 1891. 

Vgl. hierzu aus neuerer Zeit D. Prianischnikow, diese Zeitschr. 207. 

341, 1929; der russische Forscher hat gezeigt, da bei hinreichend:: 
Ammoniakv. rsorgung die Menge der beiden Aminoséuren amide in det 
Pflanze mit dem Kohlenhydratvorrat ansteigt. 

8 ©. Neuberg u. H. Collatz, diese Zeitschr. 225, 242, 1930. 
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(ystein, médglich. Die x-Oxy-glutarsiure kann nun auf biochemischem 
Wege in auSerordentlich glatter Reaktion aus der Methylglyoxaly]-essig- 
siure entstehen; diese selbst geht aber mit besonderer Leichtigkeit aus 
der Lavulinséure, dem charakteristischen Spaltungsprodukt aller Hexosen, 
hervor. Man gewinnt somit eine Vorstellung, wie die bisher schwer ver- 
standliche natiirliche Bildung der genannten zwei-basischen Aminoséure 
der 5-Kohlenstoffreihe geschehen kénnte. Aus den Arbeiten von G. Embden, 
LE. Schmitz* und ihren Mitarbeitern wissen wir, da «-Oxyséuren, wenigstens 
in tierischen Zellen, in Aminoséuren (vielleicht iiber die Stufe der «-Keto- 
siuren) Ubergefiihrt werden, so daB die Aminierung selber, die auch sonst 
vielfach in der Natur beobachtet wird, als kein ungewoéhnlicher Vorgang 
erscheint 2. 


Genau so, wie das Methylglyoxal experimente!l mit der Brenz- 
traubensaure verkniipft worden ist, muBte man von der Methylglyoxalyl- 
essigsdure durch Oxydation ihrer endstindigen Aldehydgruppe zur 
x-Keto-glutarsiure (HOC .CO.CH,.CH,.COOH ~ O HOOC. 
CO.CH,.CH,.COOH) gelangen, die selbst in bestimmten Fa!len 
eine unmittelbare Vorstufe der Bernsteinséure darstellt. 


Sowohl Hefen als Bakterien fiihren naémlich nach C. Neuberg und 
M. Ringer® die «-Keto-glutarséure glatt in Bernsteinséure iiber; man muB 
daher in Beriicksichtigung der Arbeiten von O. Neubauer und K. Fromherz* 
annehmen, daB bei der von F. Ehrlich® aufgefundenen Bildung von Bern- 
steinséure aus Glutaminséure, die mit Zucker vergérender Hefe zustande 
kommt, die erwahnte «-Keto-di-carbonséure als Zwischenglied fungiert. 
Dasselbe gilt wohl auch fiir die im Muskel sich vollziehende Umwand- 
lung von Glutaminsdure in Bernstein- und A pfelsdure®. Zur Bernsteinsaure 
gelangt man aber auch mit biochemischer Methodik von Kérpern der 
C,- und C;-Reihe; physiologische Aufbau-reaktionen sind bewerkstelligt’ 


1G. Embden u. E. Schmitz, diese Zeitschr. 29, 423, 1910; 38, 393, 1912; 
siehe hierzu auch die von F. Knoop u. H. Oesterlin (H. 148, 294, 1925; 170, 
186, 1927) auf rein chemischem Wege bewirkte Uberfiihrung der Keto- 
glutarsiure in d, 1-Glutaminséure und ahnliche Synthesen von A. Skita 
u. C. Wulff (Ann. 458, 190, 1927; 455, 17, 1927) sowie EB. Aubel u. Bourquel 
(C.r. 186, 1844, 1928). 

2 Wenn man jene Entstehungsweise der Glutaminséure zulé8t, kann 
man auch die Bildung der mit ihr zusammenhangenden Aminosauren, 
Oxyglutaminsaure, Pyrrolidoncarbonséure, Prolin und Oxyprolin begreifen. 
Einen Weg, der von der Methylglyoxalyl-essigsiure zu einem Histidin- 
abkémmiling fiihrt, haben F’. Knoop u. A. Windaus (Beitr. z. chem. Physiol. 
u. Pathol. 7, 147, 1906) gewiesen. Besondere Beachtung verdient der von 
S. Edlbacher u. J. Kraus (H. 191, 225, 1930) entdeckte enzymatische Abbau 
des (—) Histidins zur (+) Glutaminsaure. 

3 C. Neuberg u. M. Ringer, diese Zeitschr. 71, 226 u. 237, 1915. 

O. Neubauer u. K. Fromherz, H. 70, 326, 1911. 
F. Ehrlich, diese Zeitschr. 18, 391, 1909. 
D. M. Needham, Biochem. Journ. 24, 226, 1930. 

* Literatur siehe bei C. Fromageot, diese Zeitschr. 216, 469, 1929. Zu 
den daselbst erwahnten, zum Teil schon recht alten Beobachtungen von 
Fitz, Frankland, Frew, de Graaf, Le Févre, Grey, Butkewitsch u. Fedoroff 


4 
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und geben eine immer bessere Fundierung fiir die Thunberg-Wieland sche 
Theorie ab. Jedenfalls ist die Bernsteinséure durch ihre bekannte Fahigkei 

in Fumarsiéure, Apfelséure, Oxalessigséure und iiber diese in Brenztraube; 

saure sowie Acetaldehyd tiberzugehen, in die Kette der offenkundige: 
Zwischenprodukte des Zellstoffwechsels eingefiigt, da an der Oxalessigséure, 
wie man seit langem wei8,! wieder der gut studierte carboxylatische Abbau 
ansetzt. Die biologische Beziehung zur Asparaginséure, also gleichfal!s 
zu einem EiweiSbaustein, der damit aus Zucker hergeleitet werden kan. 
ist ebenfalls hergestellt?, und diese Aminosaéure hangt ihrerseits biochemisch 
mit der Propionséure* durch denselben Mechanismus der Desaminierung 
und Decarboxylierung zusammen, der die Glutaminséure mit der n-Butte: 
séure* verbindet. 

Uber die Furan-kérper ist langst eine chemische Briicke von den 
Zuckern Hexosen wie Pentosen und Uronsaéuren — zu Laévulinséure und 
Bernsteinséure geschlagen®. Durch die Relation zwischen Glutaminsaure 
und Methylglyoxalyl-essigsiéure sowie durch deren Uberfiihrung in «-Keto 
glutarséure wird bis zu einem gewissen Grade der Unterschied zwischen 
proteinogener und saccharogener Bernsteinséure-entstehung eingeschrankt, 
jedenfalls ist ein neuer Anschlu8 von Zucker an das wichtige Stoffwechsel- 
produkt Bernsteinsiure und damit an die Oxo-bernsteinséure (Oxalessig- 
séure) erreicht, welch letztere auch fiir die Vorgaénge im Tierkérper in den 
letzten Jahren eine unerwartete Bedeutung erlangt hat (P. Mayer®, A. Hahn, 
W. Haarmann’). 


Die erwahnte Uberfiihrung der Methylglyoxalyl-essigsaure in die 
a-Keto-glutarsiure habe ich mit Bromwasser vorgenommen, in Anlehnung 
an das Verfahren, das C. Newberg und G. Gorr® sowie C. Neuberg und 
T. Kitasato® angegeben haben, um Ketonaldehyde bzw. Osone zu den 
zugehérigen a«-Ketoséiuren zu oxydieren. 


treten noch neuere wichtige Befunde von 7’. Takahashi u. T. Asai (Proc. 
Imp. Akad. Tokyo 3, 88, 1927), H. R. Braak (Dissert. Delft 1928), 
T. Chrzaszcz u. D. Tiukow (diese Zeitschr. 229, 343, 1930) sowie namentlich 
von E. Toenniessen u. E. Brinkmann (H. 187, 137, 1930). 

'! OC. Neuberg, L. Tir u. L. Karzag, diese Zeitschr. 32, 330, 1911; 36, 
72. 1911; P. Mayer, ebendaselbst 50, 283, 1913. 

2 Literatur siehe bei J. H. Quastel in Oppenheimer-Pincussen, Methodik 
der Fermente 38, 1155, 1929. 

3 C. Neuberg u. E. Rosenberg, diese Zeitschr. 7, 183, 1908; C. Neuberg 
u. C. Cappezzuoli, ebendaselbst 18, 424, 1909. 

4 CO. Neuberg u. W. Brasch, ebendaselbst 13, 299, 1908; C. Newberg, 
ebendaselbst 18, 431, 1909. 

5 Vgl. hierzu C. F. Cross, E. J. Bevanu. T. F. Briggs, B. 38, 3133, 1900; 
R. Pummerer u. W.Gump, B. 56, 999, 1923; H. P. Tewnissen, Rec. trav. 
chim. Pays-Bas 49, 784, 1930; 50, 1, 1931. 

6 P. Mayer, diese Zeitschr. 156, 300, 1925. 

7 A. Hahn u. W. Haarmann, Zeitschr. f. Biol. 87, 465, 1928; 88, 587, 


8 C. Neuberg u. G. Gorr, diese Zeitschr. 166, 442, 1925. 
® C. Neuberg u. 7’. Kitasato, ebendaselbst 183, 485, 1927; T'. Kitasato, 
ebendaselbst 207, 217, 1929. 
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In chemischer Hinsicht erscheint die «-Oxy-glutarsdure als das 
nachst héhere Homologe der A pfelsdure, und diese Ahnlichkeit offenbart 
sich, wie ich gefunden habe, auch in ihrem optischen Verhalten. Fiir die 
Apfelsiure ist die von P. Walden! entdeckte, sehr bemerkenswerte 


Fahigkeit bekannt, hochdrehende Komplexverbindungen mit Uranyl- 
salzen zu liefern. Wie ich bei dieser Gelegenheit feststellen konnte, 
geht die a-Oxy-glutarsiuré eine ahnliche Reaktion ein. Bei dem 
Natrium-oxyglutarat erreicht man einfach durch Sdttigung seiner wisserigen 
Lésung mit alkalifreiem Uranylacetat eine Drehungssteigerung von rund 
700°... Diese Erscheinung ist so ausgepragt, daB sie zu einer Auffindung 
und genauen quantitativen Bestimmung der optisch aktiven «-Oxy- 
glutarsiure dienen kann; ich beschranke mich jedoch nur auf eine kurze 
Beschreibung des Phanomens und auf die Wiedergabe der fiir die 
Identifizierung wichtigen Daten. Wie zu erwarten ist, tritt diese 
Drehungssteigerung bei beiden Antipoden zutage. 

Durch den besprochenen biochemischen Vorgang gewinnt man die 
dextrogyre Form der «-Oxy-glutarsaure; ihre Antipode ist. bekanntlich 
durch Desaminierung der gewéhnlichen d-Glutaminsaure mit HNO, 
leicht zuganglich*, so daB man durch Mischung und Kompensation 
auch zum Racemat gelangen kann und nicht den Weg tiber die «- Halogen- 
glutarséuren einzuschlagen braucht. 


Versuche. 


Die benétigte Methylglyoxalyl-essigsiure wurde gemaB den Unter- 
lagen der Literatur unter Heranziehung der neuen Erfahrungen von 
S. Veibel® bereitet, nach dessen Vorschrift auch die Gehaltsbestimmung 
der verwendeten Saéure-lésung vorgenommen wurde. 


Die Kenntnis der Methylglyoxalyl-essigséure sei durch folgende An- 
gaben ergénzt. 

Das Bis-[p-Nitrophenylhydrazon] 6st sich charakteristischerweise 
schon in kalter Lauge mit kornblumenblauer Farbe, in kaltem Ammoniak 
himbeerfarben und in heiBer Sodalésung braunviolett. 

Das Bis-[2, 4-Di-nitrophenylhydrazon| geht in kalte Kalilauge mit der 
Nuance des Methylvioletts, in kaltes Ammoniak mit rotbraunem und in 
Sodalésung mit gelbstichig-rotbraunem Ton iiber. 

Die entsprechenden Derivate des nicht carboxylierten einfachen 
Methylglyoxals verhalten sich anders. 

Methylglyoxal-bis-{p-Nitrophenylhydrazon] lést sich erst beim Kochen 
in wasseriger Lauge, in der Kaélte nur auf Zusatz von Alkohol. Es lést sich 
in heiS8em ammoniakalischen Alkohol mit gelber Nuance, in heiBer Soda 
nur spurenhaft auf Alkoholzugabe. Bei dem Methylglyoxal-bis-[2, 4-Di- 


P. Walden, B. 30, 2889, 1897; 32, 2849, 1899. 
E. Fischer u. A. Moreschi, B. 45, 2447, 1912. 
S. Veibel, diese Zeitschr. 232, 435, 1931. 
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nitrophenylhydrazon| sind die Erscheinungen ahnlich; es ist z. B. nici: 
in kaltem Natriumhydroxyd léslich, aber léslich in siedendem = mi: 
Amethystfarbe; von wisseriger Soda wird es auch in der Hitze kaurm 
aufgenommen. 

Die Beschaffung des Enzymmaterials des Breies gekeimter, 
vorher sterilisiert gewesener Erbsensamen und Herstellung einer Enzym. 
lésung aus letzteren — geschah nach den Vorschriften! von C. Neuber; 
und G@. Gorr (a. a. O.) baw. C. Newberg und A. Gottschalk sowie C. Nev 
berg und M. Kobel. 


Die Versuche selber gestalteten sich folgendermaBen : 


A. Versuche mit zerkleinerten Erbsenkeimlingen. 


x) Das aus 100g sterilisierten und ausnahmslos keimungsfahigen 
Erbsen nach drei- bis viertagiger Keimung gewonnene Enzymmateria! 
wurde unter aseptischen Kautelen zerkleinert. Nach Zugabe von gekocht 
gewesenem Wasser und | g Methylglyoxalyl-essigséure wurde ein Volumen 
von 1000 cem hergestellt. In dem Gemisch, in welchem 5 g steriler Kreide 
suspendiert waren, wurde die Entwicklung von Mikroben durch Zugabe 
von 5cem Toluol unterdriickt. Das in einer Glasstépselflasche aufbewahrte 
Gemenge verblieb, nachdem es zuvor in der Kalte mit CO, gesattigt war, 
unter 6fterem manuellen Umschiitteln im Brutschrank bei 37°. Zu Beginn 
des Versuchs war, ohne daf die aus den Keimlingen in Lésung gehenden 
Substanzen eine St6rung verursachten, in einer filtrierten Probe die Methy!- 
glyoxalyl-essigséure durch ihr charakteristisches, scharlachrotes Bis-p-nitro- 
phenylhydrazon ohne weiteres nachzuweisen. Die Reaktion wurde all- 
méhlich schwacher und fiel nach 42 Stunden negativ aus. 

8) Gleichzeitig war ein ganz entsprechender Versuch mit dem Enzym- 
material aus nur 50 g gekeimten Erbsen angesetzt. Hier war die Methy'- 
glyoxalyl-essigséure erst nach 144 Stunden verschwunden. 

y) Zur Kontrolle wurde ein Ansatz mit dem zehnten Teil der Ingre- 
dienzien (0,1 g Séure in 100 cem Wasser mit 0,5 g Calciumcarbonat nebst 
15cem Toluol nach Sattigung mit CO,) gleichzeitig im Warmschrank 
digeriert. In dieser fermentfreien Probe blieb die Ketonaldehydsaure 
wahrend der Versuchszeit unverandert. 


Zur Isolierung der erwarteten «-Oxy-glutarsdure wurde allein de: 
Ansatz a verwendet. Die gesamte Suspension wurde zentrifugiert 
und das erhaltene, noch leicht getriibte Zentrifugat einmal durch ein 
trockenes Filter gegossen. Die Weiterverarbeitung geschah wie bei 
Neuberg und Collatz (a.a.O.): Aus der zunachst im Faust-Heimschen 
Verdunstungskasten und dann auf dem Wasserbade eingeengten Fliissig- 
keit wurde nach Ansaéuerung mit Phosphorséure und Verrihren mit 
gegliihtem Natriumsulfat ein Pulver bereitet, dem dann durch er- 
schépfende, etwa 30 Stunden wahrende Extraktion mit Ather im 
Soxhlet-apparat die «-Oxy-di-carbonséure entzogen wurde. 


! OC. Neuberg u. A. Gottschalk, diese Zeitschr. 151, 167, 1924; 160, 256, 
1925; C. Neuberg u. M. Kobel, ebendaselbst 229, 433, 1930. 
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Wegen der bekannten Neigung dieser Substanz zur Lacton-bildung 
erfolgte die weitere Verarbeitung tiber das Bariumsalz, das mit Baryt- 
wasser hergestellt, mit 99°,igem Alkohol ausgefallt und abgesaugt 
wurde. Daraus wurde nunmehr durch genaue Umsetzung mit Zink- 
sulfat und Einengung das charakteristische Zinksalz gewonnen. Unter 
Berticksichtigung des Umstandes, daB nur ein aliquoter Teil ver- 
arbeitet worden war, namlich 7/;, der urspriinglichen Menge, macht 
die Ausbeute von 0,96 g lufttrockenem Zinksalz (erste Kristallisation) 
1,37 g fiir den ganzen Ansatz = 68°, der Theorie aus. 

Zur Analyse, fiir deren Ausfiihrung ich Herrn Dr. H. Collatz zu 
Dank verpflichtet bin, wurde das schon praktisch reine Erstprodukt 
aus viel heiBem Wasser umkristallisiert, was mit geringem Verlust 
méglich war. 

0,1626 g lufttrockenes Salz gaben bei 125° 0,0336 g H,O ab und hinter- 
lieBen beim Gliihen 0,0498 g ZnO. 

C;H,O;,Zn + 3H,O. Ber.: H,O 20,37, Zn = 24,62 ; 
(265,5) gef.: H,O = 20,66, Zn = 24,61°,. 

Die optische Priifung erfolgte mit dem in iiblicher Weise aus der 

Zinkverbindung bereiteten Natriumsalz. 
[a]p = + 6,18° 
(a = + 0,629, 1 = 1, c¢ = 10,034). 

Optischer Reinheitsgrad 74°». 

B. Von weiteren Versuchen fiihre ich den folgenden an: 

4g Saéure befanden sich zusammen mit 20g Calciumecarbonat und 
60 g Toluol in einer mit CO, geséttigten Mischung von 560 ccm roher 
Cofermentlésung! + 3440 cem Wasser. Bei Gegenwart dieses Coferments 
konnte die Quantitaét des Keimlingsmaterials nach Vorversuchen geringer 
bemessen werden. Daher wurden im ganzen nur 200g Brei gekeimter 
Erbsen auf die angegebene Saéuremenge verwendet. Die Reaktion mit 
p-Nitro-phenylhydrazin-acetat war nach 48 Stunden nur noch schwach 
und nach 72 Stunden vollkommen negativ. Die Aufarbeitung eines aliquoten 
Teiles geschah wie zuvor und fiihrte, berechnet auf den ganzen Ansatz, 
zu 6,82 g kristallwasserhaltigem Zinksalz. Daraus ergibt sich eine Aus- 
beute von 85°, der Theorie. 

0,1684 g lufttrockenes Zinksalz verloren bei 125° 0,0346g H,O und 
lieferten 0,0518 g ZnO. 

C;H,O; + 3H,O. Ber.: H,O = 20,37, Zn = 24,62°,; 
(265,5) gef.: H,O = 20,54, Zn = 24,71%. 
[a]p = + 5,50° (a = + 0,559, 1 = 1, c = 10,00). 
: : . ; ee 5,5. 100 

Die optische Reinheit der Verbindung betrug a 6 

Die voranstehende Analyse gab trotzdem richtige Werte, da optisch- 
aktives und racemisches «-oxyglutarsaures Zink, ungleich den Zink-lactaten, 
gleichen Kristallwassergehalt besitzen. 


1 Aus untergériger Hefe nach den Angaben bereitet, die in dieser 
Zeitschr. 161, 245, 1925 gemacht sind. 
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DaB die Dismutation durch das Erbsen-ferment partiell auch symm 
trisch verléuft, steht durchaus im Einklang mit den Erfahrungen, die fii 
das Verhalten dieses Enzym-materials gegeniiber anderen Ketonaldehyde:, 
gemacht sind. 


C. Versuche mit einer Enzymlésung aus Erbsenkeimlingen. 


Die Masse von 200 g 3 Tage lang gekeimter Erbsen wurde nach Ent 
fernung der Samenhiaute, die sich nach leichter Zerkleinerung des Produktes 
in einer sterilen Reibschale mit einer Pinzette unschwer beseitigen lassen, 
durch einen ausgekochten Fleischwolf gedreht. Der erhaltene Brei wurde 
mit 600 cem Wasser und 20 cem Toluol 2 Stunden bei Zimmertemperatu 
und 20 Stunden im Brutschrank digeriert. Dann wurde scharf zentrifugiert 
und filtriert. 

Die so erhaltene Fermentlésung diente zu folgenden Versuchen: 

4) 175cem Fermentlésung, 

250 ., Wasser, 
3 g Calciumcarbonat, 
0,5 g Methylglyoxalyl-essigsiure in 50 cem H,O, 
5ecem Toluol, 
Saéttigung mit CO,. 

175 ccm derselben Fermentlésung, 
150 ,, Wasser, 
100 ,, Coferment-lésung, 
3 g Calciumcarbonat, 
0,5 g Methylglyoxalyl-essigsiure in 50 cem H,0O, 
5eem Toluol, 

Saéttigung mit CQ,. 


Bei Aufbewahrung im Thermostaten vollzog sich die Dismutation der 
Ketonaldehydséure. Sie erfolgte merkbar schneller im Coferment-Ge- 
misch £), indem hier nach 20 Stunden die p-Nitrophenylhydrazin-reaktion 
ganz schwach geworden, im Versuch «) dagegen noch kraéftig war. Nach 
4° Stunden fiel die Probe in £) vollkommen negativ aus, wahrend sie in «) 
deutlich geblieben war, um darin erst nach 136 Stunden negativ zu werden. 
Von einer Isolierung des Zinksalzes habe ich in diesen Ansétzen abgesehen, 
doch konnte ich durch die mit Uranylacetat herbeigefiihrte Drehungs- 
steigerung (s. 8S. 365) die Bildung aktiver Oxy-glutarséure erkennen. 


D. Oxydation von Methylglyoxalyl-essigsdure zu a-Ketoglutarsdure. 


Zu 5,2 g Methylglyoxalyl-essigsiure in 260 ccm Wasser wurden bei 
Zimmertemperatur 2,2 ccm Brom gefiigt. Dasselbe ging beim Umschiitteln 
rasch in Lésung und wurde beim Stehen der Fliissigkeit im zerstreuten 
Tageslicht in 2'/, Tagen verbraucht. In einer kleinen, mit Natriumacetat 
zwecks Abstumpfung der Bromwasserstoffsiure versetzten Probe war 
jedoch noch mit essigsaurem p-Nitro-phenylhydrazin unverandertes Aus- 
gangsmaterial nachzuweisen. Dieses verschwand auf erneute Zugabe von 
2,2cem Brom innerhalb weiterer 3 Tage. Spuren restierenden Halogens 
wurden durch einen CO,-Strom ausgetrieben. Nach Vorversuchen in 
anderen Ans&étzen wurde die «-Keto-di-carbonséure folgendermaBen ab- 
geschieden. In einer kleinen Probe wurde der Gehalt an Bromwasserstoff 
rhodanometrisch ermittelt. (Die Fliissigkeit muB8 dafiir ziemlich stark 
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salpetersauer gemacht werden, da die Oxyglutarséure eine so kraftige 
Séure ist, daB sie direkt mit AgNO, ein Silbersalz liefert'.) Dann wurde 
die zur genauen Neutralisation der Bromwasserstoffsiure nétige Quantitat 
2n KOH unter Eiskiihlung hinzugegeben und die Lésung unterhalb 40° 
im Vakuum vollig zur Trockne verdampft?. Im Destillat war Bromoform 
nach dem Geruch zu erkennen. Der salzdurchsetzte feste Riickstand wurde 
viermal mit je 250 ccm Ather 1 Stunde ausgekocht. Die filtrierten und 
vereinigten, iiber gegliihtem Na,SO, getrockneten Atherausziige wurden in 
vacuo verdunstet. Es hinterblieb ein gelbliches Ol, das auch beim Stehen 
nicht kristallisierte. Da ferner mit Phenylhydrazin-acetat nur ein teilweise 
festwerdender Niederschlag erhalten wurde, habe ich die Gesamtmenge 
des Gls mit 3cem reinem Phenylhydrazin und 20 ccm wasserfreiem Eis- 
essig 40 Minuten lang unter RiickfluB8 erhitzt. Die hellbraun gewordene 
Fliissigkeit wurde alsdann durch Abdampfen auf dem Wasserbad von der 
Hauptmenge der Essigsfure und im Vakuumexsikkator iiber Atzkalk von 
deren Resten befreit. Beim Anriihren mit wenig kaltem Wasser entstand 
nunmehr eine kriimelige Masse, die abgesaugt, mit etwas Eiswasser gewaschen 
und im Exsikkator getrocknet wurde. Beim Verreiben mit Petrolather 
gingen Verunreinigungen in Lésung. Durch Aufnehmen des Riickstandes 
in heiBem Essigester und Zugabe von Petrolither bis zur gerade beginnenden 
Triibung sowie nach Schiittelung mit Knochenkohle wurde ein farbloses 
Filtrat erhalten, aus dem in der KAlte bald weiBe Blattchen ausfielen. 
Ausbeute 1,8 g. F. 169°, nach nochmaligem Umkristallisieren 172 bis 173° 
(korrigiert). 
5,017 mg Substanz: 11,075 mg CQO,, 2,09mg H,O. 
3,420 ,, tee 0,381 com Ny, (24°, 766mm, 50° ige KOH). 
C,,H,,0;N;. Ber.: C = 60,54, H = 4,59, N = 12,84°%; 
(218) gef.: C = 60,22, H = 4,66, N = 12,91%. 


Nach der Analyse liegt das Anhydrid des «-Keto-glutarséure-pheny!]- 
hydrazons vor, das von W. Wislicenus und M. Waldmiiller® unter dem 
Namen der |-Phenyl-6-pyridazinon-3-carbonséure beschrieben worden ist. 
Die Verbindung entsteht nach der Gleichung: 


HOOC—C—C H,—CH,—COOH HOOC—C- CH, CH, 
é | — H,0 - | 
N .NHCgH; N.N(CgH,)—CO 

Abgesehen von den analytischen Daten ist eine Verwechslung etwa mit 
Acetyl-phenylhydrazin ganz ausgeschlossen, da dieser Kérper bei 128 bis 
130° schmilzt* und sich ganz anders verhdlt. 

Zur Kennzeichnung dieses wenig untersuchten «-Keto-glutarséure- 
derivats mache ich noch folgende Angaben. 

Die Verbindung lést sich leicht in Essigester, Aceton und Dioxan, 
schwerer in heiBem Benzol, Toluol sowie Chloroform. Auf vorsichtigen 
Zusatz von Petrolather wird die Substanz stets wieder kristallinisch ab- 


1 C. Neuberg u. M. Ringer, diese Zeitschr. 71, 230, 1915. 

2 Die Oxydation der Methylglyoxalyl-essigsiure schien in Gegenwart 
von Natriumacetat (vgl. Newberg u. Gorr, diese Zeitschr. 166, 443, 1925) 
schneller zu verlaufen, doch erschwerte die Gegenwart dieses Salzes die 
Aufarbeitung, erhéhte jedenfalls die Ausbeute nicht. 

’ W. Wislicenus u. M. Waldmiiller, B. 44, 1564, 1911. 

4 2. Fischer, Ann. 190, 130, 1878; Br. Pawiewski, B. 31, 661, 1898. 
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geschieden; das ist auch der Fall bei Zugabe von Schwefelkohlenstoff 7, 
der Lésung in Essigester; in CS, und Ather ist das Pyridazinon-derivat 
maéBig léslich. Aus wenig heiiem Wasser kristallisiert es eberfalls gut. 

Eine nicht zu verdiinnte wisserige Lésung der Substanz gibt mit 
starkem Nilbernitrat eine weibe Fallung, die wie langsam ausgeschiedene: 
Cyansilber flimmert. Nach dem Umbkristallisieren aus heiBem Wasse: 
erhalt man Plattchen, die sich wie Cholesterinkristalle iibereinander schieben 
und zum Teil als biischelf6rmige Gebilde erscheinen. Mit konzentrierte: 
Mercuronitratlésung entsteht langsam ein wenig charakteristischer Nieder- 
schlag. 

Als Saéure wird die Substanz auch leicht von Soda aufgenommen. 


E. Bildung stark optisch aktiver Komplex-verbindungen der d- und 1-Oxy- 
glutarsdure mit Uranylsalzen. 


1. «) Eine rund 10°, ige Lésung des l-x-oxyglutarsauren Natriums drehte 
= — 0,969 im 1l-dem-Rohr (D-Licht). 

B) Nach Sattigung dieser Fliissigkeit mit festem Uranylacetat (reinst, 
natriumfrei) und Filtration vom ungelésten Uransalz war, ohne Beriick- 
sichtigung der Volumenanderung, die Drehung im 1-dem-Rohr auf 6.78° 
erhoéht. 

Die Drehung war also auf rund den siebenfachen Betrag gestiegen. 

2. «) Die etwa 9°,ige Lésung eines anderen Praéparats wies im 2-dem- 
Rohr Linksdrehung = — 1,59° auf. 

B) Nach Behandlung mit 5g feingepulvertem Uranyl-acetat sowie 
Filtration war die Ablenkung im 2-dem-Rohr — 11,52°. 

Also wieder um das Siebenfache gesteigerte Drehung. Anséuerung 
mit Eisessig verminderte die Drehung. Mutarotation ist nicht beobachtet 
worden. 


3. a) Eine etwa 8°, ige Lésung des (optisch weniger reinen) Antipoden 
zeigte im 2-dem-Rohr Rechtsdrehung = + 1,02° und nach Sattigung mit 
Uranylacetat = + 6,72°. Drehungssteigerung demnach ebenfalls = etwa 
700%. 

Im Gegensatz zu Lésungen von Uranylacetat werden die der Uran- 
komplexverbindungen durch Alkohol gefaéllt, doch scheint dabei eine Ver- 
ainderung einzutreten. Ob bei wechselnden H-Ionen-konzentrationen und 
variierten Mengenverhaltnissen der Zutaten noch starkere polarimetrische 
Wirkungen zu erzielen sind, ist nicht gepriift worden. 
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Uber die Bildung von Vitamin B durch Bac. Ellenbachensis 
Stutzer und Bact. prodigiosum (Ehrenberg) Lehm. und Neum. 


Von 
Martin Schieblich. 
(Aus dem Tierphysiologischen Institut der Universitit Leipzig.) 
(Eingegangen am 16. Februar 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei Untersuchungen iiber die Beteiligung verschiedener im Pansen 
regelmaBig vorkommender Bakterienarten an der dort stattfindenden 
Bildung von Vitamin B war gezeigt worden, daB diese Fahigkeit bei 
verschiedenen Bakterienarten sehr ungleichmaBig ausgebildet ist. 
Als besonders reichlicher Vitamin-B-Bildner erwies sich Bac. vulgatus 
(Fliigge) Migula. Auch Bac. mycoides ruber Matzuschita synthetisierte 
nicht unerhebliche Mengen von Vitamin B, wahrend Bac. mesentericus 
(Fliigge) Lehm. und Neum. und Bac. mycoides Fliigge diese Eigenschaft 
nur in sehr bescheidenem Mabe zukam!. 

Zu weiteren Untersuchungen iiber diese Frage wurde zunachst 
ein weiterer Vertreter der Gruppe der Sporenbildner, und zwar Bac. 
Ellenbachensis Stutzer, herangezogen, ein Keim, der auf den Futter- 
mitteln unserer pflanzenfressenden Haustiere sehr haufig und damit 
auch im Panseninhalt regelmaBig vorkommt. Der benutzte Stamm 
war aus Grassilage herausgeziichtet worden. Er wuchs ohne Schwierig- 
keiten auf dem von mir zu diesen Untersuchungen benutzten Nahr- 
boden (vitamin-B-freies Grundfuttergemisch fiir Ratten mit der zehn- 
fachen Menge Wasser verkocht). 

Der anfinglich geleeartige Nahrboden wurde durch das Wachstum 
des Bac. Ellenbachensis innerhalb 7 bis 8 Tagen derart erweicht, daB die 
Kultur bereits bei maBigem Schiitteln eine dicke suppenartige Konsistenz 
annahm. An der Oberfliche der Kultur sammelten sich diinnfliissige 


Massen an, in denen gelbgraue Flocken schwammen; nur in seltenen Fiillen 
kam es zur Ausbildung einer diinnen gelblichen Decke. Das Innere des 


1 Scheunert u. Schieblich, diese Zeitschr. 184, 58, 1927; Schieblich, 
ebendaselbst 207, 458, 1929; 220, 394, 1930; 225, 212, 1930. 








372 M. Schieblich: 


Nahrbodens verinderte seine Farbe wenig, es kam nur zu einer leichte: 
grauen Ténung. Der Geruch der Kulturen war nicht unangenehm, schwach 
siuerlich. Die Reaktion des Nahrbodens (pq = 6,2) wurde durch das 
Wachstum des Bazillus fast nicht verandert, der py-Wert fertiger Kulture 
betrug 6,3. 

Die gut bewachsenen Kulturen wurden dann, wie in den friiheren 
Versuchen, als alleinige Nahrung an junge Ratten verfiittert, die sich 
infolge vorausgehender vitamin-B-freier Ernihrung im Zustande des 
Vitamin-B-Mangels befanden. Die Zahl der Ratten betrug wieder drei, 
und zwar handelte es sich um die Tiere Nr. 7660, 7661 und 7784, die 
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Abb. 1. 
7660, 7661 und 7784) Verabreichung des mit Bac. Ellenbachensis bewachsenen 
kiinstlichen Futtergemisches. 
7439, 7440 und 7444) Verabreichung des mit Bact. prodigiosum bewachsenen 
kiinstlichen Futtergemisches. 


mit 53, 56 bzw. 50g Gewicht in den Versuch genommen worden 
waren. Sofort mit dem Einsetzen der alleinigen Fiitterung der Ellen- 
bachensiskulturen trat auch, wie aus den beigegebenen Kurven ersichtlich 
ist, gutes Wachstum der Ratten ein. Die durchschnittliche Gewichts- 
zunahme betrug in 30 Tagen pro Ratte 56,3 g, kam also am nachsten 
der bei Verfiitterung von Bac. mycoides ruber-Kulturen erzielten 
Gewichtszunahme von 65,3 g pro Ratte in 30 Tagen. Die in der gleichen 
Zeit mit Bac. vulgatus-Kulturen erzeugte Gewichtszunahme betrug 
79 g, mit Bac. mesentericus-Kulturen 16,3 g und mit Bac. mycoides- 
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Kulturen 12,7 g. Die Futteraufnahme schwankte pro Tag und Tier 
zwischen 49 und 124g, reichte also ebensowenig wie die Gewichts- 
zunahme an die bei Bac. mycoides ruber-Futter beobachteten Werte 
{Futteraufnahme 50 bis 140 g) heran. 


Nach unseren eigenen und auch den Untersuchungen von Sunderlin 
und Werkman! scheint die Fahigkeit der Vitamin-B-Bildung durch 
sporentragende Stabchenbakterien, also Angehérige der Familie 
Bacillaceae, wenn auch verschieden stark ausgepragt, so doch weit 
verbreitet zu sein. Uber das Vorhandensein der gleichen Fahigkeit 
bei sporenlosen Stabchenbakterien, also Gliedern der Familie Bac- 
teriaceae, liegt bisher nur eine einzige einwandfreie Untersuchung der 
japanischen Forscher Kuroya und Hosoya? vor, die nachweisen konnten, 
da8 Bact. coli Vitamin B in nicht unbetrachtlicher Menge auf vitamin-B- 
freiem Nahrboden zu synthetisieren vermag. Es erschien deshalb 
interessant, auch andere Vertreter dieser Bakterienfamilie auf ihr 
Vitamin-B-Bildungsvermégen zu priifen. Als ersten Angehdérigen 
dieser Familie wahlte ich Bact. prodigiosum (Hhrenberg) Lehm. und 
Neum., und zwar einen Stamm, der aus Hammelpanseninhalt isoliert 
worden war, der diesen Keim in reichlicher Menge beherbergte. Wie 
Bac. Ellenbachensis wuchs auch Bact. prodigiosum ohne Schwierig- 
keiten auf dem benutzten Nahrboden, was in Anbetracht seiner Vor- 
liebe fiir starkehaltiges Nahrmaterial, wie Kartoffeln, Brot, Kleister usw. 
nicht wundernimmt. 

Da sein Wachstumsoptimum bei 22 bis 25° liegt und bei diesen Tem- 
peraturen der charakteristische rote Farbstoff sicher zur Bildung gelangt, 
wurde das Bakterium bei Zimmertemperatur geziichtet, die zur Zeit der 
Versuchsanstellung zwischen 20 und 25° lag. Das Bakterium bildete in 
12 bis 14 Tagen an der Oberfliche des Nahrmediums eine schleimige Decke 
von teils roter, teils schmutzig roter, teils gelblicher bis schmutzig griinlich- 
gelber Farbe, das Innere des Nahrbodens nahm eine schmutzig graugelbe 
Farbe mit einem Stich ins Griinliche an. Die Konsistenz des Naihrbodens 
erlitt durch das Wachstum des Bakteriums keine wesentliche Verainderung. 
Der Geruch der Kulturen war unangenehm, kaseartig. Der pxa-Wert des 
Naihrbodens wurde etwas nach dem Neutralpunkt zu verschoben, und zwar 
von 6,2 auf 6,6. 

Drei junge Ratten (Nr. 7439, 7440 und 7444) mit einem Anfangs- 
gewicht von 52, 51 bzw. 50 g erhielten, nachdem sie durch vitamin-B- 
freie Fiitterung in den Zustand des Vitamin-B-Mangels gebracht worden 
waren, nun wieder die gut bewachsenen Prodigiosumkulturen als 
alleinige Nahrung. Wie die beigegebenen Wachstumskurven zeigen, 
vermag auch das Bact. prodigiosum Vitamin B auf vitamin-B-freiem 


' G. Sunderlin u. C. H. Werkman, Journ. of Bact. 16, 17, 1928. 
2 M. Kuroya u. S. Hosoya, Scientific reports from the government 
institute for infectious diseases 2, 287, Tokyo 1923. 
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Ndhrboden zu bilden, wenn auch nur in maBigem AusmaB. Die Gewichts. 
zunahme betrug hier pro Ratte in 30 Tagen 29,7 g, lag also etwa in de: 
Mitte zwischen den bei Bac. mycoides- bzw. Bac. mesentericus- Futter 
und Bac. Ellenbachensis-Futter beobachteten Gewichtszunahmen. [Die 
Futteraufnahme schwankte zwischen 37 und 100 g pro Tag und Ratte 
Ein Unterschied zwischen verschieden gefirbten Kulturen hinsichtlic\, 
ibrer wachstumsférdernden Wirkung trat nicht in Erscheinung. 
Bemerkenswert ist noch, daB die von Bertarelli! bei subkutaner, 
intravenéser und intraperitonealer Applikation von Prodigiosum. 
kulturen und Prodigiosumproteinen, wie auch anderen an die Bakterien- 
zelle dieses Keimes gebundenen Substanzen beobachtete Pathogenitit 
bzw. Giftigkeit offenbar selbst bei langdauernder Verfiitterung vou 
Prodigio-umkulturen nicht zur Auswirkung gelangen. 


Zusammenfassung. 


Weitere Untersuchungen iiber die Vitamin-B-Bildung durch 
Bakterien zeigten, daB diese Eigenschaft dem Bac. Ellenbachensis 
Stutzer in ziemlich gut ausgeprigtem MaBe zukommt und daB auch 
Bact. prodigiosum (Ehrenberg) Lehm. und Neum. Vitamin B in maBigen 


Mengen zu bilden vermag. 


1 KE. Bertarelli, Centralbl. f. Bakt., I. Abt. Orig., 34, 193, 312, 1903. 
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Eine kolorimetrische Bestimmung des Kaliums in kleinsten 
Mengen biologischer Fliissigkeit. 


Von 
Miklos Dreguss. 
(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 16. Februar 1931.) 


Die heute meist geiibte Bestimmungsmethodik des Kaliums ist 
die von Kramer und Tisdall (1) ausgearbeitete, welche zur Fallung 
des Kaliums das Natriumkobaltihexanitritreagens von Bilsma benutzt 
entsprechend der Umsetzung 


Na,[Co(N O,)¢] -+ 2 KCl = K,Na [Co(NQ,).] + 2 NaCl. 
Das in dem Niederschlag befindliche Kalium wird indirekt durch 
Titration der durch Schwefelsiure in Freiheit gesetzten salpetrigen 


Séure mittels Permanganat bestimmt. 


An Stelle der urspriinglich von Kramer (2) angegebenen Methodik, 
hei welcher das Kalium in der Asche bestimmt wurde, ist heute immer 
mehr die direkte Methodik (1) Fallung des Kaliums direkt im Serum 
oder Plasma ohne vorhergehende EnteiweiBung mit einem Fallungsreagens 
von definiertem pu — in Ubung. An kritischen Stimmen, welche die Brauch- 
hbarkeit und Genauigkeit der Methodik in Zweifel ziehen, fehlt es allerdings 
nicht. 

Eigene ausgedehnte Untersuchungen haben zu folgenden Feststellungen 
gefiihrt. 

1. Als ein Nachteil der Methodik mu8 hervorgehoben werden, daB 
der von Kramer und Tisdall angegebene Faktor 0,071 als empirischer, 
dabei nicht exakter Faktor zu werten ist. Der nach der st6échiometrischen 
Umsetzung berechnete Faktor betragt 0,06516. Auf die Inkonstanz des 
empirischen Faktors wurde von Morgulis und Perley (3) bereits hingewiesen 
und die Forderung erhoben, jeweils fiir eine Neudarstellung des Fillungs- 
reagens den Faktor mittels reinster Kaliumlésung frisch zu bestimmen. 
Eigene Untersuchungen bestiétigen diese Angaben und ergaben, daB man 
ohne Beriicksichtigung dieser VorsichtsmaBregeln an reinen Kalium- 
lésungen Differenzen von 6 bis 8°, erhalt. 

2. Ein weiterer Nachteil der Methodik liegt darin, daB der Ausfall 
des Titrationsergebnisses von der Dauer der Erhitzung im Wasserbad 
wesentlich abhaingt. Ein Mehr oder Weniger von wenigen Sekunden vermag 
bereits das Resultat nach oben bzw. unten zu beeinflussen. Auf diesen 
Umstand diirften wohl in erster Linie die betrachtlich differierenden 


Biochemische Zeitschrift Band 233. 25 








376 M. Dreguss: 


Resultate, welche von einzelnen Untersuchern angegeben werden, zuriic! 
zufiihren sein. Wir konnten im Laboratorium wiederholt die Beobachtun 
machen, daB verschiedene Untersucher bei Verwendung des _— gleichey 
Materials und der gleichen Behandlung, aber verschiedener Erhitzungsdaue; 
zu ganzlich differenten Werten kamen. 

3. Ein anderer Umstand. der sich bei der Verwendung der direkt: 
Methodik auBerst stérend geltend macht und zu wesentlich zu hohen Werte), 
fiihren kann, ist der, daB manche Sera trotz exaktester Herstellung des 
Fallungsreagens und peinlichster Innehaltung aller VorsichtsmaBrege|: 

méglichst rasche Abtrennung vom Blutkuchen und darauffolgende 
sofortige Verarbeitung — mit dem Reagens eine mehr weniger groBe Falluny 
von Eiwei®B ergeben'. Nach unseren ausgedehnten Erfahrungen handelte 
es sich durchweg um Sera von Nephritikern und diirfte der SchluB berec! 
tigt sein, daB diese EiweiBfallung durch Verschiebung des Albumin- Globulin 
verhaltnisses nach der grobdispersen Phase zu bedingt ist. 

Die angefiihrten Unsicherheiten der Methodik gaben Veranlassung, 
eine Verbesserung in der Hinsicht zu suchen, daB die Titration um- 
gangen und an ihrer Stelle ein kolorimetrisches Verfahren angewendet 
wird. Am naheliegendsten war hier die Verwendung des auBerst emp- 
findlichen Reagens von Griess-llosvay (5). 


Bereits von Briggs (6) wurde kurz eine von Doisy und Bell ausgearbeitete 
Methodik mitgeteilt, welche unter Zugrundelegung der Griessschen Reaktion 
eine Nitritlésung von bekanntem Gehalt als Standardlésung benutzte 
Gerade der letzte Punkt scheint jedoch mit Riicksicht auf die Inkonstanz 
der Zusammensetzung der Niederschlage nicht einwandfrei zu sein. Eine 
Modifikation dieser Methodik von Doisy-Bell ist in jiingster Zeit von 
Taylor (7) gegeben worden, der die hier angefiihrte Fehlerquelle durch Ver 
wendung eines Kaliumstandards umgeht. 

Die von Lebermann (8) ausgearbeitete kolorimetrische Methodik. 
welche auf dem kolorimetrischen Vergleich des bei der Auflésung des Nieder- 
schlages in 27°,iger Salzsiure gebildeten Kobaltchlorids mit einer Serie 
von abgestuften Kobaltchloridlésungen beruht, kann wohl nur als an- 
nahernde Schatzungsmethodik bezeichnet werden. 

Auf einem ginzlich anderen Prinzip beruht die Methode von Yos/: 
matsu (9), welche den Kaliumkobaltnitritniederschlag nach L6sen — in 
Salpetersiure mit Dimethylglyoxim umsetzt und das gebildete NKobalt- 
dimethylglyoxim kolorimetriert. 

Die Methodik von Breh und Graebler (4), welche das Kalium als kom 
plexes Silber-Kaliumkobaltihexanitrit fallt, beruht wieder auf der Um 
setzung zwischen Kobaltsalzen und alkoholischer Rhodanammonlésung 


Nach einer Reihe von Vorversuchen hat sich folgende Methodik 
als brauchbar erwiesen: 


1. Erforderliche Menge Serum: 


0,05 bis 0,1 com. Bei der Gewinnung des Serums gelten die gleichen 
VorsichtsmaBregeln wie bei der Methodik nach Kramer und Tisdall - 


! Anologe Stérungen berichten Breh u.G@raebler (4) bei der Verarbeitung 
von Hundeserum. 
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méglichst rasches Abtrennen vom Blutkuchen, sofortige Verarbeitung, 
Vermeidung jeglicher Hamolyse. Zur Abmessung dieser kleinen 
Serummengen kénnen die fiir die Hagedorn-Jensensche Blutzucker- 
methodik verwendeten Pipetten benutzt werden, deren Inhalt durch 
Auswagen mit Quecksilber zu kontrollieren ist. Auch die von Folin (10) 
ausfiihrlich beschriebene Herstellung exakter Mikropipetten kommt 
hier in Frage. 
2. Erforderliche Reagenzien. 


a) Natriumkobaltihexanitritléisung nach Kramer und Tisdall: 1. 25¢ 
kristallisiertes Kobaltnitrat werden in 50ccm destillierten Wassers gelést 
und mit genau 12,5cem Eisessig versetzt. IT. 120 g Natriumnitrit (,,Aahl- 
baum“ pro analysi, kaliumfreil) werden in 180 cem destillierten Wassers 
unter leichtem Erwarmen gelést. Nach dem Erkalten werden 210 cem der 
Lésung II im Strahle unter Umschwenken zu der gesamten Lésung I zu- 
gegossen. Man leitet mittels der Wasserstrahlpumpe so lange Luft durch die 
zweckmaBigerweise in einer Saugflasche zubereitete Lésung, bis die braunen 
Stickoxyddampfe véllig vertrieben sind, stellt die Lésung tiber Nacht in 
den Eisschrank und _ filtriert schlieBlich in eine dunkle Flasche. Vor 
jedesmaligem Gebrauch ist die Lésung zu filtrieren. Das Reagens, welches 
im Eisschrank in dunkler Flasche verwahrt héchstens 4 Wochen haltbar 
ist, besitzt ein pH von 5,7. 

b) Diazotierungsgemisch nach Griess-llosvay (5): 1. Man lést 2,5 g Sul- 
fanilsiure in 750 cem verdiinnter Essigsiure. IT. Man kocht 1g festes 
x-Naphthylamin mit 100 ccm destilliertem Wasser, filtriert die farblose 
Lésung von dem blauvioletten Riickstand ab, versetzt sie mit 750 cem 
verdiinnter Essigsiure und gieBt beide Lésungen (I und II) zusammen. 
Die Lésungen sind vor dem ZusammengieBen abzukiihlen. Das Reagens 
ist, in gut verstopfter dunkler Flasche aufbewahrt, ziemlich haltbar. Ge- 
farbtes Reagens ist nicht zu benutzen. 

c) Kaliumstammlésung. 1,9069 g reines Kaliumchlorid (,,Kahlbaum“ 
pro analysi) werden im MaBkolben zum Liter gelést. Von dieser Stammlésung, 
die in 1 cem 1 mg Kalium enthalt, werden 20 ccm im MeBkolben auf 100 cem 
verdiinnt und als Standard-Kaliumlésung benutzt. Von dieser Standard- 
lésung, deren Haltbarkeit im Gegensatz zur Stammlésung begrenzt ist, 
werden jeweils 0,1 cem mit der gleichen, mittels Quecksilber kalibrierten 
Pipette, wie das Serum, abgemessen. 


3. Ausfiihrung der Bestimmung. 


Je 0,1 (0,05) ccm Serum bzw. 0,1 cem Standard werden mittels 
exakter Pipette in mit Chromschwefelséure ausgekochte Zentrifugen- 
rohrehen tibergefiihrt. Die Zentrifugenréhrchen sind zweckmaBig an 
ihrem unteren Ende zu einem Kapillarrohr von 4 bis 5 mm lichter 
Weite und 25 bis 30mm Lange ausgezogen. Zu jedem Roéhrchen wird 
tropfenweise unter standigem Mischen 1 ccm des Fallungsreagens zu- 
gesetzt. 


Nach zweistiindigem Stehen im Eisschrank wird mit 1 ccm 
destillierten Wassers verdiinnt und 15 Minuten zentrifugiert (2000 


25* 
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bis 3000 Touren), die iiberstehende Fliissigkeit mittels umgebogener 
Kapillare bis auf eine Schicht von 2 bis 3mm Hohe abgesaugt uni 
viermal mit je 3ccm destillierten Wassers unter sorgfiltiger Ver- 
meidung des Aufwirbelns des Niederschlags je 5 Minuten aut 
der Zentrifuge nachgewaschen. Die letzte Waschfliissigkeit mut 
absolut farblos sein. 


Nach Entfernung des letzten Waschwassers werden die Réhrchen 
mit 5cem des Griess-Ilosvayschen Reagens versetzt und fiir 2 Minuten 
in ein Becherglas mit kochendem Wasser eingestellt. Der Niederschlag 
lést sich bei dieser Behandlung nur zum Teil. Man gieBt nun die tief- 
rot gefirbte Lésung in einen MeBkolben von 100 ccm, versetzt dic 
Réhrchen neuerlich mit 5ccm Reagens und behandelt in gleiche: 
Weise. Nach zwei- bis dreimaliger Behandlung in der Hitze hat sich 
meist der gesamte Niederschlag umgesetzt. Die letzten Reste von 
Farbstoff werden durch Nachspiilen mit kaltem Reagens in die Mel- 
kolben iibergespiilt. Man fiillt nun mit dem Reagens bis nahe zur Marke 
auf, laBt auf Zimmertemperatur durch Einstellen in kaltes Wasser 
abkiihlen und fiillt schlieBlich zur Marke auf. Mischen, Kolorimetrieren 
in einem der iiblichen Eintauchkolorimeter (bei unseren  Unter- 
suchungen kam ausschlieBlich das Leitzsche Universalkolorimeter in 
Anwendung). Standardeinstellung bei 20 mm. Die Berechnung erfolgt 
in der tiblichen Weise. Bei der angegebenen Standardkonzentration 
und einer Einstellung bei 20 mm vereinfacht sich die Formel auf 
— = mg-°, K im Serum, wo a die abgelesene Hohe der zu unter- 


suchenden Lésung ist. 


Die Brauchbarkeit der Methodik an reiner Kaliumlésung geht 
aus der nachstehenden Tabelle hervor (Tabelle I). 


Tabelle I. 


Kaliumbestimmung in reiner KCl-Lésung (20 mg-°,, kK). 





Nach Kramer- Tisdall Mittels der kolorimetrischen Mothodik 





mg Kalium mg Kalium Fehler eG 








ecm 


ec ‘aleenahii 
| theoretisch gefunden theoretisch gefunden absolut 0 


| i 
0,290 | 0,203 | 0,10 0,0200 0,0200 _ 


0,200 | 0,290 | 0,05 0,0100 0,0097 —0,0003 
0,200 | 0,198 | 0,075 00,0150 0.0149 —0,0004 
0,200 | 0,206 | 0,10 0,0200 0.0196 —0,0094 
0,200 0,196 | 0,125 0,0250 0,0253 + 0,00038 
0,209 | 0,198 | 0,20 0,0400 0,0408 + 0,0008 
0,200 0,201 


* Standard. Mittel : 
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DaB die Methodik auch bei Serum bzw. anderen biologischen 
Fliissigkeiten zu brauchbaren Werten fiihrt, zeigt Tabelle I. 


Tabelle 11. 


Milligram Kalium in 100 eem menschlichem Serum. 





Differenz zwischen der 
Kramer- Tisdalischen ut. 
der kolorimetrischen 
Methode 


Nach Kramer-Tisdall Kolorimetrisch 


verarbeitete 
; Menge : 
gefunden Mittelwert Sesue gefunden Mittelwert absolut 


ecm 


0,05 26.9 
0.1 980 
0,1 22.0 
0,05 22.1 
0.1 17,6 
0,1 17,4 
0,05 20.0 
0.1 20.4 
0,1 19,7 
0,05 19.4 
0,1 19.9 
0,1 19,7 
01 20,3 
0,1 29.4 29,2 08 4,0 
0.05 20.0 

0.1 17,3 17,3 — 08 4.0 


19.8 


Mittel: |— 2.15% 


Wie die Tabelle II zeigt, weichen die hier kolorimetrisch gefundenen 
Werte von den titrimetrischen Werten um durchschnittlich 2,5°, ab. 
Die Methodik diirfte in erster Linie dort am Platze sein, wo gréBere 
Mengen von Serum — sei es bei der Untersuchung kleiner Versuchs- 
tiere, oder bei Serienuntersuchungen an Menschen nicht zu er- 
halten sind. 

Die vorliegende Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung 
von Prof. Dr. H. K. Barrenscheen ausgefiihrt, dem ich an dieser Stelle 
meinen Dank ausspreche. 


Zusammenfassung. 


Es wird eine kolorimetrische Mikrobestimmung des Kaliums 
angegeben, welche auf dem Prinzip der Fallung des Kaliums als Kalium- 
natriumkobaltihexanitrit und Umsetzung des Niederschlags mit dem 
Griess-Ilosvayschen Reagens aufgebaut ist. 
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Die Methode liefert bei Verwendung von nur 0,05 bis 0,1 cen 


Serum Werte, welche von dem nach Kramer-Tisdall ermittelten um 
durchschnittlich 2,5°, abweichen. 
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Uber Beziehungen zwischen kolloiden und konstitutiven 
Anderungen einiger Proteine. I. 


Von 
Wolfgang Pauli und Robert Weiss. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Kolloidchemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 17. Februar 1931.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 
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II. Begleitende Anderungen der optischen Aktivitat von mit Hydro- 
tropen versetzten Proteinen, sowohl in nativem Zustand als auch 
durch Hitze, Alkohol, Schwermetallsalz und Saure geflockt. 


lll. Zeitliche Stabilitatsinderungen der klaren Zerteilungen 

IV. Reversibilitat nach Entfernung der Hydrotropen 

V. Einige elektrochemisch-konstitutive Beziehungen der Versuchs- 
ergebnisse 


Experimenteller Teil 


Versuchsmaterial, Methodik, Einzelheiten der Versuchsergebnisse 
nach den Eiwei®8kérpern und Zustandsainderungen geordnet . 


Anhang . ESR ONT Pee a : 
Die F.G. Hopkinsche Nitroprussidnatriumreaktion bei den ver- 
schiedenen Denaturierungsprodukten des Ovalbumins . 


Allgemeiner Teil. 
I. 

Durch Eingriffe der verschiedensten Art, wie Zusatz hoher Neutral- 
salzkonzentrationen, von Alkohol, Sauren, Erhitzung in waisseriger 
Lésung usw., kénnen reine wasserlésliche EiweiBkérper Veranderungen 
erleiden, die sich als starkere Lichtzerstreuung, schlieBlich Aggregation 
bis zur Flockung manifestieren. Diese Zustandsinderungen kénnen je 
nach den Umstanden hinsichtlich der Zerteilung mehr oder weniger 
reversibel sein. Diese Reversibilitét erweist sich vielfach nach ihrem 








382 W. Pauli u. R. Weiss: 


Anteil und Grade in hohem MaBe von der Dauer oder Intensitaét de; 
vorangegangenen Einwirkung — etwa der Bertihrung mit der Salzlésung, 
der Konzentration des Alkohols usf. — abhangig. Sie kann in zweifache: 
Form! vorliegen, indem die Wiederzerteilung entweder durch einfache 
Beseitigung der die Aggregation erzeugenden Umstande (I), z. b 
Fortschaffung von Neutralsalz, Alkohol usw., oder durch besondere, 
anscheinend wenig eingreifende Reaktionen, wie Zusatz schwacher 
Sauren oder Alkalien oder gewisser Salze (II), bewirkt wird. Nach 
Entfernung dieser Zusétze soll das urspriingliche oder ein diesem in 
charakteristischen Eigenschaften sehr nahestehendes Produkt wiede: 
vorliegen. Wir kénnen den FallI als ,,homodrome‘, den Fall II als 
, heterodrome Reversibilitat bezeichnen, weil wir beim ersten auf dem 
gleichen Weg nur in entgegengesetzter Richtung zuriickschreiten, 
wahrend beim zweiten die Beseitigung der Zustandsanderung auf einem 
anderen Wege als ihre Erzeugung erfolgt. 


8 A 
—e 


C 


8 





Abb. 1. 


In Fallen, wo das Protein seine Wasserléslichkeit eingebuBt hat und 
auf keinem Wege mehr als solches im nativen Zustande zuriickgewonnen 


werden kann, hat es eine irreversible Veranderung — eine Denaturierung 
— erfahren. Die Grenzen zwischen reversibler und irreversibler Ver- 
anderung sind nicht immer fest zu ziehen, da sie, wie erwaihnt, von dem 
AusmaBe der erzeugenden Einwirkung abhaingen. Es kann aber auch 
ein und derselbe Eingriff bei dem einen EiweiBkérper eine reversible, 
bei dem anderen eine irreversible Wandlung hervorrufen. Diese erscheint 
somit in hohem MaBe konstitutiv bedingt. Die Alkoholflockung des 
Glutins z. B. ist nach allen Erfahrungen, die schon auf F. Hofmeister 
zuriickgehen, praktisch vollkommen homodrom reversibel, die des 
Ovalbumins, wie wir sehen werden, vollstandig irreversibel. Neuere 
Beitrige zur Reversibilitat der durch Alkohol, Hitze und Strahlungs- 
einwirkung bei verschiedenen Proteinen hervorgebrachten Zustands- 
ainderungen stammen von M. Spiegel-Adolf*?, R. Willheim*® sowie 
A. Fernau und M. Spiegel-Adolf*. 

' Vgl. Pauli, Naturw. Rundsch. 17, 302, 1902; Physic. Chem. in service 
of medicin W. Pauli. Transl. by M.H. Fischer, New York, John Wiley 
& sons, 1907, daselbst Hinweise auf die besondere biologische Bedeutung 
der zwei Reversibilitétstypen. 

2 M. Spiegel-Adolf, diese Zeitschr. 170, 126, 1926. 

3 R. Willheim, ebendaselbst 180, 231, 1927; Kolloid. Zeitschr. 48 
217, 1929. 

4 4. Fernau u. M. Spiegel-Adolf, diese Zeitschr. 204, 14, 1929. 
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Erfahrungen verschiedener Art legen nun die folgende Auffassung 
nahe. Es gibt gewisse elektrochemisch-konstitutive Anderungen, 
welche bei den wasserléslichen Proteinen unzweifelhaft ihre Beziehungen 
zum wasserigen Medium im Sinne einer Abnahme des hydrophilen und 
Auftreten eines hydrophoben Verhaltens verschieben. Abhangig von der 
Intensitat der Einwirkung und der Konstitution des Proteins kénnten 
dann weitere mehr oder weniger sekundare konstitutive Veranderungen 
hinzutreten, welche erst die Grundlage der irreversiblen Verwandlung 
bilden. Zur Priifung dieser Méglichkeit liegt nur wenig Material vor, 
das erst in jiingster Zeit einigen bedeutungsvollen Zuwachs erfahren hat, 
worauf im Zusammenhange noch zuriickgekommen werden soll. 
Die vorliegende, vor drei Jahren begonnene Untersuchung bedient sich 
zur Anderung im Zerteilungszustande von nativen und denaturierten 
Proteinen der hydrotropen Wirkung gewisser Salze und zur Feststellung 
begleitender reversibler oder irreversibler Umlagerungen der optischen 
Drehung. Untersucht wurden zunachst Seralbumin, Ovalbumin und die 
wasserlésliche Serumglobulinfraktion, das Pseudoglobulin. 

Die von C. Newberg! entdeckte und in ihrer groben Bedeutung 
erkannte, auf die verschiedensten, sonst ungeniigend léslichen Stoffe 
sich erstreckende hydrotrope -- Wasserléslichkeit erhéhende — 
sowie auch die Hitzekoagulation von Eiweif verhindernde Wirkung 
gewisser Salze von organischen Saéuren, zu denen die schon in 
alteren Arbeiten von Pauli naher beschriebene, Proteinflockungen 
hemmende oder zerteilende Wirkung der Rhodanide hinzukommt, 
wurde in neuerer Zeit von R. Willheim (1. c.) am Seralbumin in ergebnis- 
reichen Untersuchungen iiber die Riickbildung der Hitzeflockung und 
die Wiedergewinnung des anscheinend nativen Eiweibkérpers verwendet. 
Wir haben diese hydrotropen Wirkungen vor allem dazu benutzt, 
um aus den veranderten Eiwei8kérpern ein fiir die Untersuchung auf 
konstitutive Verschiebungen mittels der optischen Aktivitit ? geeignetes 
Material zu gewinnen. Dabei konnten auch die bisherigen Beobachtungen 
iiber Reversibilitét in verschiedener Hinsicht ausgedehnt und erginzt 
werden. Beziiglich der Einzelheiten der Methodik und der Resultate sei 
auf den am Schlusse angefiigten experimentellen Teil verwiesen. 
In dem vorausgehenden allgemeinen Teil sollen ein summarischer 
Uberblick der Ergebnisse gegeben und in dem beschrankten Mafe, 
wie dies heute médglich ist, anschlieBend einige elektrochemisch- 
konstitutive Beziehungen derselben erértert werden. 

1 C. Neuberg, diese Zeitschr. 76, 107, 1916. 

2 Auf die Méglichkeit. undurchsichtige Lésungen durch solche Zusétze 
zum Zwecke der Polarisierbarkeit aufzuhellen, wurde schon von C. Neuberg 
(l.¢.) hingewiesen. Vgl. auch die eben erschienene Arbeit von C. Neuberq 
u. F. Weinmann ‘Abschnitt V). 
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Il. 

Wir beginnen zunachst mit den Anderungen der optischen Aktivita/ 
welche die Zustandsinderungen begleiten. Die Bestimmung de: 
spezifischen Drehung setzt die Gewinnung klarer Zerteilungen durch dey 
Zusatz der hydrotropischen Substanzen voraus. Die folgenden 
Tabellen la, Ib, Ie, Id, le bringen zunachst die optischen Drehungen 
der reinen und der mit den betreffenden Stoffen versetzten nativen 
Proteinlésungen. Samtliche Werte fiir [a]? sind auf 1g Protein pro 
1 ecm Lésung bezogen. Sie gelten nur fiir die nach unserem Verfahren 
gereinigten Eiweibkérper. So hat z. B. die Extraktion der begleitenden 
Lipoide einen stark erhdhenden EinfluB auf die spezifische Drehung de: 
Proteine (L. F. Hewitt}). Das negative Vorzeichen wurde _ iiberal! 
fortgelassen. 

Tabelle la. 





10 slg, Eiweib | Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobulin 


(a) 37° 54° 50° 


‘i'abelle 1b. 1° iges EiweiB + 44ges. Lésungsmittel: NSpezifische Drehung 





Pseudo- 


Ove i Se i i 
valbumin eralbumin globulin 


Na-Salicylat . .. 37° 63° 


Na-Benzoat. . .. 37 55 
Na-Pyrophosphat . 37 55 
Magnesiumehlorid . 37 55 
K-Rhodanid ... 37 54 
Harnstoff* ... . 37 79 (80) 
Formamid ... ._ trib, viskos 74 


Samtliche Konzentrationen sind Volumprozente nach der Mischung. 


* Die starke Erhéhung der optischen Drehung eines Proteins durch Harnstoffzusatz 
diirfte zuerst von D. B, Dill und C. L. Alsberg (Journ. Biol. Chem. 65, 279, 1925), und zwar am 
Weizenugliadin beobachtet worden sein. 

Tabelle Ic. 
Etwa | %iges Eiwei8 + gesattigte Lésungsmittel: Spezifische Drehung. 





1,26°/pig. Ovalb., 1,15°/oig. Ovalb., 1,19°/oig. Seralb., 1,07°/gig. Seralb., 


Endkonzentration ges. Na-Salicylat ges. Harnstoff ges. Na-Salicylat ges. Harnstoff 


[a]? 0 . -BBe 89° 720 | 114° 


Tabelle Id. Wechselnde Konzentration des Proteins bzw. der hydrotrope: 
Substanz (Ovalbumin). 





1%Joig. Ovalb., 1,045°/gig.Ovalb., 1,26°% ig. Ovalb., 
r ‘la ges. : ar ges. ganz ges. 
Na-Salicylat Na-Salicylat Na-Salicylat 


Endkonzen- 
tration 


one 370 370 | (389) 


L. F. Hewitt, Biochem. Journ. 21, 216, 1927. 
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Tabelle le. 


Wechselnde Konzentration des Eiweibes bzw. der hydrotropen Substanz 
(Seralbumin und Pseudoglobulin). 





Endkonzentration nach der Mischung {a}, 


1 Sig. Seralbumin, 
We « ‘ 

1338 , ” 

l - ‘ 

QB . a 

19 


4 gesattigtes Na-Salicylat AD° 
57 
60 
63 
65 
72 
64 
63 


».  Pseudoglob. 


] 
l 
1 


“9 


” 


Q ° 
ow Se w & 
So 
N 


Zuniachst findet sich das itiberaus bemerkenswerte Resultat, 
daB Salicylat in ‘4gesattigter Lésung die optische Drehung von 
1°,igem Seralbumin um etwa 17°, die des Pseudoglobulins um 28 °,, 
erhéht, wahrend das [x] des Ovalbumins vollstandig ungeandert bleibt. 
Alle anderen untersuchten Salze erweisen sich in |, gesattigter 
Lésung als wirkungslos. Dieser Effekt wachst beim Seralbumin mit 
steigendem Salicylatgehalt bis zur Sattigung auf fast das Doppelte 
(33° Erhéhung). Er ist bei Entfernung des Salzes durch Dialyse 
vollig reversibel zum [x] des reinen Seralbumins. Dagegen andert auch 
3, und ganz gesittigtes Salicylat die spezifische Drehung des Oval- 
bumins nicht. 


Harnstoff laBt ‘,gesattigt die Drehung des 1° igen nativen 
Ovalbumins und ebenso die des Pseudoglobulins unbeeinfluBt, woh! 
aber erhéht er die des Seralbumins um mehr als 48°,. Dagegen erfolgt 
bei Ganzsattigung ein machtiger Anstieg des [x] (Ovalbumin) um fast 
140°,. Beim 1°,igen Seralbumin findet eine stetige Erhéhung von 
[x] mit steigendem Harnstoffzusatz statt und erreicht auf Sattigung 
110°, des Ausgangswertes. Formamid triibte das Ovalbumin und 
erhéhte schon in '4gesattigter Lésung das [x] von Seralbumin und 
Pseudoglobulin, wahrend, wie angefiihrt, der Harnstoff bei letzterem zum 
Unterschiede vom Seralbumin in \,geséttigter Lésung die Drehung 
nicht geindert hatte. — Benzoat, Rhodanid, Pyrophosphat und 
Magnesiumchlorid lieBen unter den gleichen Umstianden keinerlei 
Wirkung auf das optische Drehvermégen unserer nativen Proteine 
erkennen. 


In der folgenden Tabelle Ila sind die Drehungswerte von, soweit 
dies méglich war, klar gelésten, vollstandig hitzekoagulierten und von 
ihrer Fliissigkeit nicht abgetrennten Flocken (naheres — siehe 
experimenteller Teil) zusammengefaBt (H.II), wahrend Tabelle IIb 
sich auf die Lésungen der abfiltrierten Flockung bezieht (H. I). 
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Tabelle Ila. 
Hitzeflockung von 2°, ig. Eiwei8 durch Zusatz eines gleichen Volumen 
gesittigten Lésungsmittels gelést. Endkonzentration des Proteins | ' 
1, gesiittigte Lésungsmittel (H. I1). 





Lésungsmittel Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobuli: 


Na-Salicylat ...... 38° 63° 63° 
Na-Benzoat, MgCl, . . . losen nicht lésen nicht losen nicht 
Na-Py — ie hore lost . lost . lost ‘ 
Harnstoft . . a a . ‘4 81 (82)° 105° 
Formamid Bde arve risa ; m 75 (76) st. opaleszent 


Tabelle I1b. 


Hitzeflockung von 2 °,ig. EiweiB filtriert und in gesattigtem Na-Salicy|: 
gelést (H. I). [x]>,: 





Lisungsmittel Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobulin 


Na-Salicylat ...... 35° fast unloslich unléslich 


Das Hitzekoagulat des Ovalbumins, das sich unter den gepriiften 
hydrotropen Substanzen nur in Salicylat (1 und ganz gesittigt) léste, 
zeigte keinerlei Erhéhung von [a] gegeniiber dem nativen Stoff, in 
gesittigtem Salicylat sogar eine geringe, aber merkliche Abnahme. 
Auch das Seralbuminkoagulat drehte nach der Auflésung in 1',ge- 
siittigtem Salicylat in gleichem MaBe wie das damit versetzte urspriing- 
liche Protein, also erhéht gegeniiber dem unversetzten reinen Protein 
ebenso das Pseudoglobulinkoagulat. Bei der Hitzeflockung von Ser- 
albumin rufen Harnstoff und Formamid halbgesattigt dieselbe Erhéhung 
der optischen Drehung hervor wie beim nativen (Tabelle Ib). Dagegen 
erfihrt das geronnene Pseudoglobulin, das im nativen Zustand in seiner 
optischen Aktivitat durch Harnstoff unbeeinfluBt bleibt, durch denselben 
eine Verdopplung seiner spezifischen Drehung, wahrend Formamid hier 
nicht geniigend lésend wirkte. 


Tabelle Illa. 


Hitzeflockung durch ‘,gesattigtes Lésungsmittel verhindert (H. II1). 
» tig 
Protein 1%. [x]? 





Liésungsmittel Ovalbumin Seralbumin Pseudoylobulin 


Na-Salicylat ...... 37° 63° 64° 
Na-Benzoat. . . ... . | teilw. Flockung* 55 67° (68°) 
K-Rhodanid ...... ” ° 7 54 | 67° 

Na- Os sige re eG 50° 55 | starke Opaleszenz 
Meth... ~ aes Flockung 55 Flockung 
EGS dons Sew 75° 83 115° 
ee triib 76 68° 

* Triib und viskos. 





Hitze 


Endko! 
trati 


[a] 


\ 
vorhe 
auch 
(Tabe 
Pyro 
Serall 
des vu 
hier 

Eiwei 
auf ¢ 
zur & 
wiede 
[x] di 
| 
yon 

Harn 
gehen 
Weise 
100 °, 
Kalte 
einwii 
Harn: 
gesatt 
erhoh 
y 
Wahr 
Benzc 
bleibt 
erfahi 
von [ 
und § 
Form 


E 
der H 


*ylat 


ulin 


ften 
yste, 
, in 
yme. 
28e- 
ung- 
tein 
Ser- 
jung 
egen 
-iner 
Iben 


hier 


Szenz 


r 


Kolloide und konstitutive Anderungen von Proteinen. ! 


Tabelle I11b. 


Hitzeflockung durch *, gesittigte bzw. ganz gesittigte Lésungsmittel 
verhindert. Protein etwa 1%. (xR 0° 





1,045°/gig. Oval- 1,26 °/9ig. Oval- 1,15° gig. Oval- 1,19 °%/ig. Ser- 1,07 /gig. Ser- 
bumin, 3/, ges. bumin, ges. bumin, ges albumin, ges. albumin, ges. 
Na-Salicylat Na-Salicylat Harnstofti Na-Salicylat Harnstoft 


Endkonzen- 
tration 


[ao 38° nichtdrehbar| 105° 749 114° 


Versucht man die Hitzegerinnung (Tabelle IIIa und IIIb) durch 
vorherigen Zusatz von Hydrotropen zu verhindern, so zeigen sich darin 
auch Substanzen wirksam, welche die einmal gebildeten Flocken 
(Tabelle II) nicht zu lésen vermochten. So hemmen Benzoat, Rhodanid, 
Pyrophosphat und Magnesiumchlorid 1,gesittigt die Gerinnung des 
Seralbumins vollstindig. Die Drehung bleibt dabei identisch mit der 
des unversetzten nativen Seralbumins. Salicylat verhalt sich jedoch 
hier wieder in gleicher Weise [x]-erhéhend wie auf den nativen 
EiweiBkérper. Auch Harnstoff und Formamid wirken |, gesattigt 
auf das native und erhitzte Protein gleich erhéhend. Geht man 
zr Sattigung mit Salicylat oder Harnstoff iiber, dann findet sich 
wieder ohne und mit Erhitzen die gleiche weitere Erhéhung von 
[x] des Seralbumins,] 

Die Ovalbumingerinnung wird durch vorherigen Zusatz nicht nur 
von l4gesattigtem Salicylat sondern auch von Pyrophosphat und 
Harnstoff véllig, von Formamid, Benzoat und Rhodanid nur ungeniigend 
gehemmt. Das 1/, gesittigte Pyrophosphat zeigt hier bemerkenswerter 
Weise eine Erhéhung von [«] um 30% und der Harnstoff gar eine um 
100°, wahrend die gleichen Substanzen in dieser Konzentration in der 
Kalte auf die optische Aktivitaét des nativen EiweiBes nicht andernd 
einwirken. Verhindert man die Hitzeflockung durch ganz gesittigten 
Harnstoff, so erhalt man im Vergleich zu dem in der Kalte mit Harnstoff 
gesittigten EiweiB noch eine Erhéhung um fast 18 °,, also eine Gesamt- 
erhdhung um 190%. 


Auffallige Besonderheiten treten beim Pseudoglobulin hervor. 
Wahrend dieses im nativen Zustande bei 20°C durch '/, gesattigtes 
Benzoat, Rhodanid sowie Harnstoff in seiner Drehung unbeeinfluBt 
bleibt und durch Salicylat und Formamid eine Steigerung derselben 
erfahrt, zeigen infolge der Erhitzung die ersten zwei Stoffe eine Erhéhung 
von [a], die merklich titber der durch Salicylat hervorgerufenen liegt, 
und Harnstoff steigert es sogar um 130°. Der Effekt von Salicylat und 
Formamid bleibt dagegen gleich dem in der Kalte. 


Betrachtlich verschieden von dem Verhalten der nativen und der in 
der Hitze behandelten Proteine erweist sich das ihrer Alkoholflockung. 
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Tabelle 1V. 





Alkoholflockung in gesattigten L6sungsmitteln gelést. [x]? 
20° 
Losungsmittel Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobuli: 
Ne-Salicylat ...... 27° 54° 52° 
We-mensnat. . 2. we ungelést ungelost -- 


Na-Pyrophosphat . . . . " * 
Magnesiumehlorid . S Ml 
DS ia 5s, 38 (9) 82 (1) 85 
Formamid .... re? ungelost 54 52 


Die Alkoholflockung eines mit 0,5n H,gSO, versetzten 1° jigen Se 
albumins filtriert und in gesattigtem Na-Salicylat in der Hitze gelost, gilt 
fiir [x] 50°, 

Beziiglich der Wiederlésung der Alkoholflockung besteht eine 
weitestgehende Ubereinstimmung mit dem Verhalten des Hitzekoagulates 
(Tabelle 11), indem beim Ovalbumin nur das Salicylat und der Harnstoff, 
beim Seralbumin und Pseudoglobulin auch Formamid (saémtliche 
gesittigt) wirksam sind. Allein die optische Aktivitat der erzielten 
Lésungen dieser Koagulate ist hier ganz verschieden. Sie sinkt bei der 
Na-Salicylatlésung der Ovalbuminflockung um 28 °,, unter den Wert des 
nativen Proteins, wihrend Harnstoff nur mit dem [a] des puren Eiweibes 
lést, obwohl er dessen Drehung, in der Kalte zugesetzt, fast auf das 
Dreifache erhéht. Fiir Seralbumin erreicht [x] bei Salicylat und Forma- 
mid auch nur den Wert des unversetzten Proteins, waihrend es sonst 
schon in der Kalte eine erhebliche Drehungssteigerung durch die gleichen 
Zusitze erfihrt (‘Tabelle I). Sattigung mit Harnstoff erweist sich jedoch 
in bezug auf das [x] der gelésten Hitze- und Alkoholflockung des 
Seralbumins in gleichem MaBe wirksam; auf das native Protein wirkt er 
allerdings weit ausgiebiger ({x] = 114°) als auf die Koagulate ([a] = 82°). 
Die Lésung der Alkoholflockung von einem mit Schwefelsaure versetzten 
1°, igen Seralbumin in gesattigtem Na-Salicylat gibt ebenfalls die 
gleiche spezifische Drehung wie das pure EiweiB. Auch beim Pseudo- 
globulin treten starke Besonderheiten der optischen Aktivitaten hervor. 
Das in der Kalte [«]-erhéhend wirkende '/, gesattigte Salicylat 
(64° gegen 50° beim unversetzten Protein) ergibt die gleiche Drehungs- 
erhéhung (63°) fiir die aufgelésten Hitzeflocken (H. I). Dagegen findet 
sich bei dem im gesattigten Salicylat gelésten Alkoholkoagulat nur 
[x] = 52°, also nahe der Drehung des puren Pseudoglobulins. Auch bei 
Lésung in Harnstoff tritt dieser Unterschied in der Erhéhung hervor: 
Alkoholflockung [a] = 85° gegen Hitzeflockung [105°]. Formamid, 
das 1/, gesittigt das [#] des nativen Pseudoglobulins von 50 auf 65° 
steigert, vermag dagegen selbst gesittigt die Alkoholflockung nur mit 
[a] = 52° zu lésen. 
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Uber das optische Verhalten der untersuchten Kupfer- und 
Aluminiumsulfatflockungen von AlkalieiweiB geben die folgenden 
Yabellen V und VI AufsehluB. 


Tabelle Va. 


Kupfersulfatflockung unter Zusatz von NaOH. (Siehe experimenteller Teil.) 





D 
(212, 

Ges. Lisungsmittel Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobulin 
Na-Balicylat ...... 34° 50 (52)° 49° 
Oe ree ae lost nicht 54 lost nicht 
Na-Pyrophosphat . .. . * 54 . 
Magnesiumceblorid ‘ lost nicht . 
eae ae 36 54 83 (2) 
, , lost nicht, ~ x 
Formamid re eee h 54 50 (1) 

| Gallerte | 


Tabelle Vb. 
Aluminiumsulfatflockung unter Zusatz von NaOH. (Siehe experimenteller 
Teil.) [x]? 





290° 
Ges. Lisungsmittel Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobulin 

pT ee 36° 58° 48° 
Ne-memest. ...... <6. 36 54 —* 
Na-Pyrophosphat ... . 37 53 

Magnesiumchlorid . . . . lost nicht list nicht 

ge oe _ 75 (6) 

Ps mer Sis ~ 54 — 


* Nicht untersucht, Flockung unvollstindig. 


Die optische Drehung von Ovalbumin-Schwermetallsalzflockungen 
erwies sich dort, wo sie durch hydrotrope Stoffe lésbar waren, als die 


| gleiche wie beim nativen. Das war bei der Al-Sulfatflockung nicht allein 


im Salicylat sondern auch im Benzoat und Pyrophosphat der Fall, 
wahrend die Cu-Sulfatflockung in den beiden letzteren Salzen unléslich 
blieb und ihre Lésung in gesattigtem Salicylat eine kleine, aber merkliche 
Erniedrigung von [«] zeigte. Auch der Harnstoff andert das spezifische 
Drehvermégen der léslichen Ovalbumin-Kupfersulfatflockung nicht. 
Bemerkenswert ist ferner, daB die optische Aktivitaét der gelésten 
Seralbuminflockungen durch Kupfersulfat in keinem der sie lésenden 
hydrotopen Stoffe: Salicylat, Benzoat, Pyrophosphat, aber auch nicht 
in Harnstoff und Formamid gesteigert wird, selbst dort, wo diese 
Substanzen bei einfachem Zusatz zum nativen Eiwei® stark (z. B. aufs 
Doppelte) [«]-erhéhend wirken. 
Beim Pseudoglobulin kam es gleichfalls — vom Harnstoff abgesehen 
in keinem Falle zu einer Erhéhung des [x] der gelésten Metallsalz- 
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flockungen tiber den Wert des nativen, unversetzten Proteins, welche 
bei diesem sonst bereits auf bloBen Zusatz z. B. von Salicylat ode: 
Formamid erfolgt. 

Tabelle VI. 


Sdureflockungen in gesattigten Lésungsmitteln geldést. (x}P a: 





Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobulir 


CCl; COOH-Flockung in ges. 
Na-Salicylat 
H,80O,4-Flockung in 
‘a) ges. Na-Salicylat 
b) ges. Harnstotf 


Die schlieBlich in der Tabelle VII wiedergegebenen Resultate bei 
Sdureflockung zeigen fiir das Koagulat der stark eiweibfallenden Tri- 
chloressigsaure eine Erhéhung der optischen Drehung be! Lésung in 
gesittigtem Salicylat, die beim Seralbumin und Pseudoglobulin woh| 
liber die des unversetzten nativen Proteins hinausgeht, jedoch unterhalb 
derjenigen des bei Zimmertemperatur mit Salicylat gesattigten Kiweibes 
bleibt. Ovalbumin gibt, mit Trichloressigsiure geflockt, eine geringe, 
aber merkliche Erhéhung bei Lésung in gesattigtem Salicylat, wahrend 
die Schwefelsiureflockung in diesem Salz mit einem stark (um mehr als 
ein Drittel) herabgesetzten [x] gelést wird. Gesiattigter Harnstoff, der 
die optische Aktivitét des nativen Ovalbumins auf fast das 2,5-fache 
steigert, gibt keine Erhéhung fiir dessen Schwefelsiureflockung. 


Samtliche klaren Lésungen von Flockungen in hydrotropen 
Stoffen wurden auf den Eintritt zeitlicher Anderungen der Stabilitit 
untersucht, indem ihr Verhalten bei Aufbewahrung in verschlossenen 
Jenaer GefaiBen (ohne Toluol) nach zwei bis drei Monaten wieder 
festgestellt wurde. Zum Vergleich wurde auch das Verhalten der nativen, 
bei Raumtemperatur mit hydrotropen Substanzen versetzten Proteine 
beobachtet. Wie die folgende Ubersicht lehrt, treten Triibungen bzw. 
Flockungen am haufigsten in Formamid auf; insbesondere gilt dies fiir 
die gelésten Hitzekoagulate. Dagegen erweist sich das Salicylat als ein 
auch hinsichtlich der zeitlichen Bestandigkeit der erzielten Lésungen 
besonders giinstiges hydrotropes Mittel. Um so auffallender ist 
es, daB das Salicylat 1/, gesittigt auf natives 1°, iges Ovalbumin 
schon nach verhaltnismiBig kurzer Zeit, auf 2°,iges sogar sofort 
unter Gallertbildung einwirkt. */, und ganz gesattigt bleibt es da- 
gegen mit 1°%,igem Ovalbumin auch nach mehreren Monaten un- 
verindert klar. 
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alche Haltbarkeit der klaren Lésungen 
oder & verschiedener Flockungen in einigen Lésungsmitteln. 
I. Ovalbumin. 
Klar blieben folgende Lésungen: 
. Alkoholflockung in gesattigtem Na-Salicylat und Harnstoff. 
—- 2. Schwefelsiureflockung in gesattigtem Na-Salicylat bzw. Harnstoff. 
bulir . Trichloressigséureflockung in gesattigtem Na-Salicylat. 
. Kupfersulfatflockung in gesittigtem Na-Salicylat. 
. Al-Sulfatflockung in gesittigtem Na-Salicylat bzw. Harnstoff. 
1 %iges natives Ovalbumin + 14/, gesittigter Harnstoff, Magnesium- 
chlorid, Pyrophosphat. 
1 %iges natives Ovalbumin -++- *4, und ganz gesiéttigtes Na-Salicylat. 
1 %iges natives Ovalbumin + gesattigter Harnstoff. 
> bei Triibung bzw. Flockung zeigten: 
1 ei 1. Hitzeflockung (H.I1) in !,gesattigtem Na-Salicylat baw. Benzoat : 
ig mM gallertartige Flockung. 
wohl 2. Verhinderung der Hitzeflockung (H.III) durch a) 1‘, gesittigtes 
halb Salicylat und Benzoat: gallertartige Flockung, b) durch Na,P,O, 
_— Triibung, c) durch Harnstoff: klar. 
3. 1%iges natives Ovalbumin + 1 gesiittigtes Salicylat, Benzoat: 
Gallerte. 1° iges natives Ovalbumin + 1, gesittigtes K-Rhodanid: 
rend starke Flockung. 
r als 4. Kupfersulfatflockung in gesattigtem Pyrophosphat. 
, der 5. Al-Sulfatflockung in gesattigtem Na-Benzoat. 
ache 


inge, 


Il. Seralbumin. 
Klar blieben folgende Lésungen: 

1. Alkoholflockung in gesiéttigtem Salicylat und Benzoat. 

2. H.Il: Alle Lésungen auBer in Formamid. 
ppen 3. H.IIl: Samtliche Lésungen auBer Formamid. 
litat 4. Kupfersulfatflockung in gesiattigtem Salicylat, Benzoat, Pyro- 
enen phosphat und Harnstoff. 
eder 5. Al-Sulfatflockung in gesattigtem Salicylat. 
ven 6. Trichloressigsiureflockung in gesattigtem Salicylat. 


eine Triibung, Flocken- oder Gallertbildung zeigten: 


bzw. 1. H. Il: In ‘4 gesattigtem Formamid: Gallerte neben wasserheller 
3 fiir beweglicher Fliissigkeit. Beim Erhitzen wird die Lésung wieder 
diinnfliissiger, die Gallerte bleibt aber zum gréBten Teil ungelést 
(Triibung). 


3 ein 
ngen 


. H. 111: Hitzeflockung durch 1, gesattigtes Formamid verhindert : 
is 


Gallerte neben beweglicher Fliissigkeit. Bei maBigem Erhitzen 

min wird die Fliissigkeit wieder einheitlicher und beweglicher (minimale 

fort Triibung) und bleibt auch nach dem Erkalten eine zeitlang un- 
verandert. 

. Alkoholflockung in gesa&ttigtem Formamid: triib, gallertartig. 
Alkoholflockung in gesattigtem Pyrophosphat: triib. teilweise 
Flockung. 


da- 
un- 
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. Cu-Sulfatflockung in gesaéttigtem Formamid: triibe Gallerte. 

5. Al-Sulfatflockung in gesattigtem Na-Benzoat: maiBige Opaleszenz 
Al-Sulfatflockung in gesattigtem Pyrophosphat: teilweise F lockung 
Al-Sulfatflockung in gesaittigtem Formamid: Gallerte neben klare: 
beweglicher Fliissigkeit. 

Die Mischungen von 1 %igem Seralbumin + 14 gesattigten hydrotropen 

Stoffen (Endkonzentration) blieben ohne Ausnahme klar, desgleichen 
1 %Giges Seralbumin + ganz gesattigtes Na-Salicylat und Harnstoff. 


Ill. Pseudoglobulin. 
Klar blieben folgende Lésungen: 
1. H. Il-Flockung in %gesattigtem Harnstoff. 
2. H. III, verhindert durch ‘gesittigtes Na-Salicylat, Benzoat. 
Rhodanid und Harnstoff. 
3. Alkoholflockung in gesattigtem Salicylat, Harnstoff und Formamid. 
4. Cu-Sulfatflockung in gesattigtem Salicylat, Harnstoff und Formamid 
5. Al-Sulfatflockung in geséttigtem Na-Salicylat. 
3. Trichloressigséureflockung in gesittigtem Salicylat. 
Nicht unverandert haltbar waren: 
1. H. I1-Flockung in '%gesattigtem Formamid: triib, viskos. 
2. H. I11-Flockung verhindert durch 14 gesattigtes Formamid: schwache 
milchige Flockung. 
Die Mischungen: 1% iges Pseudoglobulin + 1% gesattigte hydrotrope 
Substanzen blieben ohne Ausnahme klar. 


IV. 

In dem nun folgenden kurzen Uberblick der Riickbildungsfahigke it 
der verschiedenen Zustandsanderungen werden diese dann als reversibe| 
bezeichnet, wenn weitgehende Befreiung von allen Zusaétzen wieder 21 
einem klaren, neuerlich der gleichen Zustandsainderung, z. B. Hitze- 
gerinnung, faihigen Produkte fiihrt. Diese Einschrankung des Begriffe- 
, reversibel‘‘ 14Bt also die Méglichkeit zu, daB gewisse Abweichungen vom 
Ausgangskérper durch eine verfeinerte oder andersartige Methodik 
nachweisbar sein kénnten. 

In der ersten Gruppe von Beobachtungen (siehe experimentelle: 
Teil) wurde die Flockung mit schwachem Alkali gelést, dann dialysiert 
und, wenn das EiweiB bei der Vordialyse nicht quantitativ ausgeflockt 
war, schlieBlich auch vorsichtig elektrodialysiert. Auf diesem Wege 
hatte M. Spiegel-Adolf (l.c.) die Reversibilitat der Alkohol- und 
Hitzeflockung von Seralbumin und die Irreversibilitat derselben beim 
Ovalbumin festgestellt. 

Nach dieser Methode erweisen sich samtliche untersuchten 
Flockungen des Ovalbumins, also auch die durch Saure, Metallsalze usf.. 
irreversibel, dagegen beim Seralbumin mehr oder weniger weitgehend 
reversibel. Beim Pseudoglobulin wiederum waren simtliche Proben 
irreversibel, 
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In der weiteren Gruppe von Versuchen finden sich Beobachtungen 
liber das Verhalten der nativen, mit hydrotropen Stoffen 1/,- bzw. ganz 
verattigten Proteinen nach Entfernung der Zusitze. Auch hier zeigten 
sich Ovalbumin und Pseudoglobulin in der Regel irreversibel verandert, 
Seralbumin dagegen weitgehend reversibel. 


Reversibilitat der in der Kalte hergestelitn Lésungen von 1° igem Eiweip 
1, bzw. ganz gesdttigten hydrotropen Substanzen (Endkonzentration). 
Die Lésungen wurden etwa 10 bis 14 Tage dialysiert und gegebenen- , 
falls auch elektrodialysiert. 


1. Ovalbumin. 
1 % iges Ovalbumin, 1, bzw. ganz gesittigtes Na-Salicylat : irreversibel 
(Dialyse). 
1%iges Ovalbumin, ‘,gesittigtes KCNS und Pyrophosphat: 
praktisch irreversibel. 
1 %iges Ovalbumin, 1, gesittigtes Na-Benzoat: etwa 30 °, reversibel. 

. Ovalbumin, ‘,gesattigter Harnstoff: Grofteil reversibel (Dialyse). 

1%iges Ovalbumin, gesattigter Harnstoff: praktisch irreversibel 
(Dialyse). 

Il. Seralbumin. 
1%iges Seralbumin, 4 bzw. ganz gesittigtes Salicylat: fast 
vollkommen reversibel. 
1 %iges Seralbumin, 14 bzw. ganz gesattigter Harnstoff: praktisch 
vollkommen reversibel (Dialyse). 
1% iges Seralbumin, 1 geséttigtes K-Rhodanid, Na-Pyrophosphat 
und Formamid: zum gré8ten Teil reversibel. 


lll. Pseudoglobulin. 
1%iges Pseudoglobulin, 1%, gesaittigtes Na-Salicylat: irreversibel. 
. 1% iges Pseudoglobulin, 1% gesattigter Harnstoff: wenig reversibel 
(Dialyse). 
1%iges Pseudoglobulin, %gesattigtes Formamid: praktisch irre- 
versibel. 

In einer dritten Gruppe seien schlieBlich die Reversibilitats- 
verhaltnisse nach klarer Zerteilung der Flockungen in Lésungen der 
hydrotropen Stoffe und Entfernung der letzteren zusammengefaBt. 

Auch hier findet sich fiir Ovalbumin zumeist Irreversibilitat, 
nur auf Harnstoffzusatz zur Flockung durch Hitze, Schwefelsiure und 
Cu-Salz bestand teilweise Reversibilitat und ebenso nach Lésung in 
Pyrophosphat im Falle der Al-Salzflockung. 

Die Pseudoglobulinkoagulate erwiesen sich bei Anwendung von 
Salicylat stets als irreversibel. 

Das Seralbumin hingegen, fiir dessen Hitzeflockung eine Rever- 
sibilitat mittels Salicylat schon von Willheim (1. c.) festgestellt worden 
war, fand sich nach den verschiedensten Koagulationen (Alkohol, 


26* 
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Sauren, Metallsalze) bei Lésung durch Salicylat sowie Harnstoff un! 
nach schlieBlicher Entfernung dieser Stoffe mehr oder weniger voll 
staindig reversibel. 

V. 

Beim Versuche, die elektrochemisch-konstitutiven Zusammenhdang: 
der Beobachtungen zu iiberblicken, kann man vorerst als ein allgemeine- 
Ergebnis feststellen, daB bei der hier geiibten Verwendung von 
an sich nicht optisch aktiven — Hydrotropen sowohl hinsichtlich der 
Zerteilbarkeit und Reversibilitét der koagulierten Proteine, als auc, 
nach den beobachteten spezifischen Drehungen unzweifelhaft konstitu- 
tive Einfliisse hervortreten, und zwar variieren sie in dreifacher Hinsicht 
1. abhangig von dem betreffenden Protein, 2. von der hydrotropen 
Substanz, 3. von dem koagulierenden Eingriff. 

Da®B die Einwirkung der hochkonzentrierten hydrotropen Sub- 
stanzen mit einer Desaggregation verbunden ist, das lehrt ja unmittelbar 
die klare Zerteilung von Flockungen aller Art, die ein vollstandiges 
Auseinanderdringen derselben voraussetzt. | Uberfithrungsversuche 
zeigten, daB dieser Vorgang nicht mit einer Aufladung verbunden ist, 
sondern daB in den hochgesattigten 1,l-wertigen Salzlésungen (in 
Ubereinstimmung mit analogen friiheren! Beobachtungen) die Protein- 
teilchen sich als frei von einsinniger Aufladung erweisen. 

Es ist nun von groBbem Interesse, daB schon die nativen reinen 
Proteine bei gewéhnlicher Temperatur mit den Hydrotropen versetzt 
eine gewisse Gruppierung je nach der Anderung ihres [«] zeigen, die sich 
im Sinne einer Desaggregation wohl verstehen liebe. Betrachtet man 
etwa die optischen Drehungen bei Einwirkung von 4/, und ganz 
gesiittigtem Salicylat (siehe Tabelle Vila), so findet sich am Ovalbumin 
keine Anderung gegeniiber dem [x] des unversetzten Proteins, beim 
Seralbumin und Pseudoglobulin dagegen eine betrichtliche Erhohung 


Tabelle Vila. 





Na-Salicvlat, 


Sattigung * Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobulin 


Eiweifizustand 


OO See a ere 37° 54° 50° 
as. a ly 37 (38) 63 (72) 64 (—) 
Me Pei Vie SS a Ss 35 fast unloslich —unldslich 
i Se 63 

> aera ; 37 ( 63 (74) 
Alkoholflockung . . . 54 

CCl; COOH-Flockung . 68 
Cu-Sulfatflockung . . 52 
Al-Sulfatflockung . . 58 


* Die Zeichen 1/, und 1 bedeuten 1/, bzw. ganze Siattigung. 


! Takeo Ito u. W. Pauli, diese Zeitschr. 218, 95, 1929. 
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Nach der von T'he Svedberg! auf Grund ultrazentrifugaler Unter- 
suchungen aufgestellten Gruppierung der Proteine wiirde Ovalbumin 
mit dem Molekulargewicht 34500 der ersten, Seralbumin und Hamo- 
globin mit 2 . 34500 der zweiten, Globulin und in bestimmter Weise 
gereinigtes Casein der dritten Gruppe mit 3 . 34500 angehéren. Es ist 
nun fiir diese Einteilung Svedbergs auf einem ganz unabhingigen Wege 
durch N.F. Burk und D. M. Greenberg? ein starkes Argument bei- 
gebracht worden. Diese Autoren zeigten, daB mit Harnstoff versetzt das 
Ovalbumin den gleichen osmotischen Druck, also das gleiche Molekular- 
gewicht wie vorher, dagegen Haimoglobin und Casein nunmehr den 
doppelten bzw. dreifachen osmotischen Druck aufweisen, was einem 
Zerfall der letzteren in zwei bzw. drei Teile entspricht. Wenn auch das 
Pseudoglobulin nach S. P. L. Sérensen* und The Svedberg (1. c.) als ein 
nicht einheitlicher Abkémmling des Globulins anzusehen ist, so kommt 
demselben jedenfalls, verglichen mit dem Ovalbumin, eine zusammen- 
gesetzte Struktur zu. Man muB nach diesen Erfahrungen auch mit einer 
Desaggregation nativer Proteine durch Hydrotrope rechnen, wie sie fiir 
die ebenfalls zusammengesetzte Gelatine lingst z. B. fiir die Einwirkung 
von Rhodaniden angenommen wird. Wiirde diese Desaggregation mit 
konstitutiven Anderungen, und als solche darf man wohl selbst die 
Lésung von Nebenvalenzbindungen im Sinne von K.H. Meyer und 
H. Mark* auffassen, zusammenhangen, dann kénnte sie allein schon die 
Grundlage der Drehungssteigerung bilden, welche wir beim Zusatz von 
Salicylat nur bei den im Sinne von Svedberg und Sdrensen hoher zu- 
sammengesetzten Proteinen Seralbumin und Pseudoglobulin gefunden 
haben. Samtliche anderen untersuchten Salze lieBen 1/, gesittigt 
keinen EinfluB auf die optische Aktivitaét der Proteine im nativen 
Zustand erkennen. 

DaB aber die konstitutive Anderung von nativen Proteinen durch 
bestimmte hydrotrope Substanzen unter Umstinden tiefer greifen mub 
als eine Desaggregation, das zeigt der besonders starke Effekt, den 
Harnstoff und Formamid auf die optische Aktivitaét unserer Proteine 
austiben (siehe Tabelle VII b). Beim Seralbumin iibertrifft die Drehungs- 
steigerung durch Harnstoff und Formamid die durch Salicylat bewirkte 
gewaltig und auch beim Ovalbumin ruft Sattigung mit Harnstoff fast 
eine Verdreifachung von [«] hervor. Die letztere Erscheinung wurde 


' The Svedberg, Kolloidzeitschr. 51, 10, 1930 (Literatur). 

> N.F. Burk u. D. M. Greenberg, Journ. of biol. Chem. 87, 197, 1930. 

% Jiingste Zusammenfassung bei S. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 58, 
102, 1930. 

* K. H. Meyer u. H. Mark, Der Aufbau der hochpolymeren, organischen 
Naturstoffe. Leipzig, Akad. Verlagsgesellschaft, 1930. Daselbst die eigenen 
Untersuchungen und reiche Literatur. 
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bereits von F'.G. Hopkins’ in seinen jiingst veréffentlichten Studie: 
iiber Denaturierung von Proteinen hervorgehoben. Da8 hier zugleic!, 
eine irreversible, konstitutive Anderung des Ovalbumins eintritt. 
ergibt sich aus dem Unléslichwerden desselben unter dem EinfluB von 
hohen Harnstoffkonzentrationen (M. LL. Ansom und Mirsky?) und dem 
Auftreten der Hopkinsschen Nitroprussidnatrium-Reaktion (siehe 
Anhang). Allein auch das Salicylat, bei dem kein EinfluB auf das 
{x} des Ovalbumins erkennbar war, ruft jedoch bei diesem, wie unsere 
Versuche zeigen, 1/, gesittigt mit der Zeit eine Triibung und irreversible 
Denaturierung hervor, wahrend es *, bzw. ganz gesittigt klare, un- 
verandert haltbare Zerteilungen gibt. Das Auftreten von Triibungen und 
Denaturierungen durch Formamid ist schon im Jahre 1900 von K. Spiro® 
in seinen Untersuchungen am nativen Eiklar und Blutserum beschrieben 
worden. In diesen Versuchen wurde auch bereits die Hemmung de: 
Hitzegerinnung durch verschiedene Amide, insbesondere Harnstoff, 
sowie durch Urethan u.a. naher festgestellt. 


Tabelle VIIb. 





Harnstoff, 


Kiweibzustand Siittigung* 


Ovalbumin Seralbumin Pseudoglobuli: 


Pe 0 37° 54° 50° 
MPa ete %, and Vf, (1) 37 (89) 80 (114) 53(—) 
MS ee BIN. 3 1 _ — 

_ 3 OSE Ae eae ‘ ungelost $1 105 
_ Sere My (1) 75 (105) 83 (114) 115 ( 
Alkoholtlockung te 1 38 82 85 
CCl; COOH-Flockung . 1 - 

l 
l 


36 54 83 


ungelost 75 _ 


Cu-Sulfattlockung 
Al-Sulfatflockung 


* Die Zeichen '), und 1 bedeuten '/, bzw. ganze Siittigung. 


Die konstitutiven Verschiedenheiten bei den verschiedenen Ko- 
agulationsarten der Proteine treten an den Eigenschaften ihrer klaren 
Zerteilungen deutlich zutage. Betrachtet man zunichst wieder dic 
Ergebnisse bei Anwendung von Salicylat zur Dispergierung, so ist eine 
bei jedem Protein wiederkehrende Gruppierung der verschiedenen 
Koagulationen unverkennbar. Die zerteilten Hitzekoagulate geben dic 
gleiche spezifische Drehung wie das mit dem Salicylat versetzte native 


' F.G. Hopkins, Nature, 30. August, 6. September 1930. Vgl. dazu 
Dill u. Alsberg (1. ¢.) am Gliadin (1926). 

2 M.L. Ansomu. A. BE. Mirsky, Journ. gen. Physiol. 18, 121, 133. 1929: 
469, 477, 1930. Diese Autoren haben auch bei dieser (Gelegenheit die 
Denaturierung des Hamoglobins durch Jodid, Rhodanid und _ Salicylat 
beschrieben. 

3’ K. Spiro, Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 182, 1900. 
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Protein. Dieses Verhalten ist davon unabhangig, ob die Flockung wie 
beim Seralbumin reversibel oder wie beim Ovalbumin und Pseudoglobulin 
irreversibel ist. Dagegen findet sich bei der Alkoholfallung und dem 
'ypus der Schwermetallsalz-Flockung ein [x], das trotz der Anwendung 
von gesattigtem Salicylat nur nahe dem des unversetzten nativen Proteins 
oder wie beim Ovalbumin sogar merklich unter dem [x] desselben gelegen 
ist. Am deutlichsten ist dies bei der Alkoholflockung des Eialbumins zu 
erkennen, wo die Abnahme fast 30°,, betragt. Die typisch irreversible 
Saureflockung durch CC],COOH zeigt hingegen beim Ovalbumin eine 
betrichtliche Erhéhung des [a] gegeniiber dem des nativen (oder ver- 
setzten) Proteins, wahrend das gleiche Koagulat von Seralbumin und 
Pseudoglobulin jedenfalls mit seinem [«] noch oberhalb des nativen 
gelegen ist. 

In der gleichen Richtung scheinen sich, soweit die Versuche vor- 
liegen, die Unterschiede der Koagulate bei Anwendung von Harnstof/ 
als Dispergator zu bewegen. Die machtige Erhéhung der spezifischen 
Drehung des nativen Proteins durch Harnstoff kehrt — fiir das Ov- 
albumin und Pseudoglobulin sogar noch bedeutend gesteigert — 
bei der Hitzeeinwirkung wieder. Sie fehlt jedoch bei der Alkohol- und 
Cu-Sulfatflockung des Ovalbumins vollkommen und bleibt beim Ser- 
albumin und Pseudoglobulin tief unterhalb der bei den in Harnstoff 
gelésten Hitzekoagulaten gefundenen. 
~~ Fiir die spezifische Verschiedenheit in der Wirksamkeit der einzelnen 
hydrotropischen Substanzen sollen neben den schon betonten groBen 
Differenzen zwischen Salicylat einerseits und Harnstoff (und Formamid) 
andererseits noch einige bemerkenswerte Beispiele unter den Salzen 
erwahnt werden. So zeigt sich das Pyrophosphat, das aus den Unter- 
suchungen von A. Chwala! als Dispergator von gréberen Suspensionen 
bekannt wurde, bei der Verhinderung der Hitzeflockung von Ovalbumin 
sehr wirksam, und zwar unter Steigerung des [«] von 37 auf 50°, dagegen 
sind Benzoat und Rhodanid nicht wirksam, wahrend diese beim Ser- 
albumin wie das Pyrophosphat, aber ohne Drehungsvermehrung, 
die Hitzeflockung véllig verhindern. Benzoat und Pyrophosphat lésen 
die Cu-Sulfatflockung des Seralbumins nicht, wohl aber die des Ov- 
albumins. Hingegen wird die Al-Sulfatflockung der beiden Proteine 
von diesen hydrotropischen Salzen gelést. Harnstoff lést die Cu- 
Sulfatflockung von Ov- und Seralbumin, dagegen die Al-Sulfatflockung 
nur des Seralbumins. Diese Beispiele, die sich noch vermehren lieBen 
(siehe experimenteller Teil), mégen geniigen. 

Man war gewohnt, eiweiBfallende und nichtfallende Neutralsalze zu 
unterscheiden. Zu den letzteren zihlten Salze wie die Rhodanide, 


1 4. Chwala, Kolloidchem. Beihefte 31, 222, 1930. 
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Benzoate, Salicylate, die sich als Fallungen hindernd oder lésend e; 

wiesen hatten. Wie unsere Beobachtungen dartun, sind jedoch diese 
Salze fiir das Ovalbumin schon bei maBig langer Einwirkung (ein bis 
zwei Tage) Flockungs- und, da die Fallungen irreversibel sind, De 

naturierungsmittel. Das gilt nicht fiir Seralbumin und Pseudoglobulin 
Dagegen zeigt sich auch bei diesen Proteinen, da® manche ihrer klar 
gelésten Flockungen in gewissen hydrotropen Substanzen mit der 
Zeit wieder geflockt werden, wahrend andere unbegrenzt klar bleiben 
Nicht nur aus den Beeinflussungen der optischen Aktivitat sondern auch 
aus diesen so tief gehenden Zustandsinderungen geht hervor, daB seitens 
der hydrotropischen Stoffe konstitutive Einfliisse auf das Protein er- 
folgen. Die angefithrten Erfahrungen lassen sich kaum anders verstehen. 
als daB zwischen den Hydrotropen und den Proteinen Anlagerungs- 
verbindungen gebildet werden, deren Konstitution und Eigenschafteu 
mit dem einzelnen Protein, dem verwendeten hydrotropen Stoff und mit 
den Zustandsinderungen, die das Protein erfahren hat, variieren. 
Anhaltspunkte fiir solche bis zur Assoziation gehende Wechselwirkungen 
ergeben sich schon fiir die typischen Neutralsalze aus gewissen Einfliissen 
derselben auf die Zustandsinderungen der Proteine durch Hitze und 
Alkohol, auf ihre Viskositaét, ferner aus potentiometrischen Messungen, 
sowie aus wechselseitigen Léslichkeitswirkungen. Solche Salz-Eiweili- 
verbindungen sind fiir die Proteine schon lange! vor der wichtigen 
Darstellung der Additionsverbindungen von Aminosaduren und Neutral- 
salzen durch P. Pfeiffer? postuliert worden. Fiir das Bestehen von 
Anlagerungsverbindungen bei Hydrotropen sind in allerjiingster Zeit 
J. R. Katz® (mit Derksen) zur Erklarung der Quellungswirkung von 
Rhodaniden auf Cellulosen und C. Neuberg* (mit F. Weinmann) aut 
Grund von Studien iiber die Anderung der optischen Aktivitat bei der 
Einwirkung optisch aktiver hydrotroper Salze auf andere optisch aktive 
Systeme eingetreten. Die letzteren Autoren hatten dabei jenen un- 
verhaltnismaBigen Anstieg der Anderung der optischen Aktivitat mit de: 
Konzentration der Hydrotropen gefunden, der sich auch in unseren 
Beobachtungen oft sehr stark offenbart. Die Annahme von Anlagerungs- 
verbindungen scheint uns unseren Beobachtungen gleichfalls allein 
gerecht zu werden, wobei wir ausdriicklich hervorheben méchten. 
daB es sich nicht um eine gesteigerte ionische Aufladung bei der Zer- 


1 Literatur bei Pauli-Valko, Elektrochemie der Kolloide. Wien. 
J. Springer, 1929; ferner diese Zeitschr. 205, 71, 1929. 

2 P. Pfeiffer, Organische Molekiilverbindungen. Stuttgart, F. Enke. 
1922. Daselbst Literatur. 


3 J. R. Katz u. J. C. Derksen, Rec. d. Trav. Chim. d. Pays-Bas. 


50, 149, 1931. 
4 C. Neuberg u. F. Weinmann, diese Zeitschr. 229, 467, 1930. 
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teilung des Proteins, sondern nur um eine gedinderte Hydratation einer 
Doppelverbindung handeln kann. Eine Bildung von solchen Doppel- 
verbindungen mit Proteinen, wenn auch verschiedener Type, wurde 
bereits vor einiger Zeit auf Grund eingehender Untersuchungen am 
Institut angenommen und naher studiert. Sie betrifft die zuerst von 
H. Handovsky} ebenda beobachtete, stark viskositatserhGhende Wirkung 
des Coffeins auf Saureproteine. Pauli? hat hier wahrscheinlich gemacht. 
daB es sich um die Bildung von starker hydratisierten Doppelsalzen von 
Saureprotein mit Coffein und Theobromin handelt, bei der es, wie 


potentiometrische Messungen lehrten, weder zu einer weiter gesteigerten 


Aufladung, noch zu einer lonisationsinderung des Eiweibes kommt. 
Diese Art von Anlagerungsverbindungen betrifft jedoch ein pol yvalentes 
positives Proteinion und nicht, wie bei unseren Hydrotropen, das zwitter- 
ionische, von einer einsinnigen UberschuBladung freie Protein. Bei den 
Purinbasen handelt es sich ferner um die hydrotropische Wirksamkeit 
einer positiven Gruppe, in den hier mitgeteilten Fallen, wenigstens bei 
den Salzen, um deren anionischen Bestandteil, der mit dem Eiweil} in 
eine schlieBlich tiefgreifende, chemische Wechselwirkung tritt. Diese 
kann bei gewissen Amiden einen besonderen Grad erreichen, und es 
ist noch ungewiB, ob sie mit derjenigen bei hydrotropen Salzen 
wesensgleich ist. 

Ob eine etwa mittels der optischen Aktivitat erkennbare, konstitutive 
Anderung auch irreversibel, also eine Denaturierung ist, erscheint fiir 
diese prinzipielle Auffassung nicht entscheidend, und wir sehen in der 
Tat, daB das so besonders leicht denaturierbare Ovalbumin in vielen 
Fallen sehr geringe Anderungen der optischen Aktivitaét unter solchen 
Einfliissen zeigen kann. Wohl aber 1]aBt sich am Seralbumin feststellen, 
daB bei denjenigen seiner durch weitgehende Reversibilitét aus- 
gezeichneten Zustandsinderungen die optischen Aktivitaéten niemals 
aus dem Bereich der am nativen beobachteten fallen. 

Unsere Anschauung, dab die Denaturierung eines Proteins mit 
sekundiren, von Fall zu Fall wechselnden konstitutiven Anderungen 
zusammenhingen diirfte, findet eine Stiitze in Beobachtungen iiber die 
Hopkinssche Reaktion bei verschiedenen vélligen Denaturierungen. 
Diese fand sich im Falle der Flockung bzw. Denaturierung des nativen 
Ovalbumins 

positiv bei Harnstoff, Kaliumrhodanid, negativ bei Benzoat und 
Salicylat, ferner 

positiv bei Hitzeflockung des Ovalbumins, sowie bei der Hitze- 
behandlung desselben in Anwesenheit von Rhodanid und Magnesium- 

1 H. Handovsky, diese Zeitschr. 25, 510, 1910. 


2 Vgl. Pauli u. Falek, ebendaselbst 47, 269, 1912; ferner Pauli, ebenda- 
selbst 202, 337. 1928. 
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chlorid, negativ bei Verwendung von Salicylat, Benzoat und Harnstof! 
weiter 

positiv bei der Alkohol- und Schwefelsaéureflockung des Ovalbumin- 
negativ bei Lésen derselben in Salicylat und Harnstoff und folgendem 
Eintrocknen im Vakuum. SchlieBlich negativ bei Schwermetallsaly. 
flockungen. 

Die so iiberaus interessante, von F.G. Hopkins auf das Auftreten 
einer reaktionsfahigen Sulfhydrylgruppe. infolge Denaturierung des 
Proteins bezogene Nitroprussidnatrium-Reaktion wurde von ihm al: 
einfache Methode angesprochen zur Priifung, ob einer bestimmten 
Substanz eine denaturierende Wirkung auf ein Protein zukomme 
Er fand seine Reaktion in der ‘Tat am Ovalbumin beim Studium der von 
Ansom und Mirsky (l.c.) gefundenen Denaturierung von Proteinen 
durch konzentrierte Lésungen von Harnstoff. Da’ die Hopkinssche 
Reaktion jedoch kein allgemeines Kriterium fiir eine Eiweili- 
denaturierung in dem wtblichen auch von Hopkins angenommenen 
Sinne bilden diirfte, scheint uns aus dem beschriebenen wechselnden 
Auftreten beim Ovalbumin je nach der Art des denaturierenden Eingriff- 
hervorzugehen. Negativer Ausfall der Reaktion ist demnach kein 
Beweis gegen eine Denaturierung. 

Wir méchten hier im Interesse der Ubersichtlichkeit auf die Heran- 
ziebung weiterer Einzelheiten aus unseren Befunden (siehe ex- 
perimenteller Teil) verzichten, zumal dieselben in vieler Hinsicht 
erginzungsbediirftig sind. Jedenfalls scheinen die bisherigen  Er- 
fahrungen nicht im Widerspruch mit der Ansicht zu stehen, daB jene 
konstitutiven Anderungen, welche im allgemeinen als Abnahme des 
hydrophilen und Auftreten eines hydrophoben Charakters eines Proteins 
zum Ausdruck kommen, zunichst zu trennen sind von etwa an- 
schlieBenden, tiefergreifenden konstitutiven Wandlungen, die den 
Vorgang irreversibel machen und eine endgiiltige Denaturierung 
herbeifiihren. Betrachten wir etwa die Reihe (I) Glykokoll, (II) Glutin. 
(IIT) Seralbumin und (IV) Ovalbumin, so zeigt sich, daB Alkoholzusatz 
in (1) die umkehrbare Umwandlung der zwitterionischen in die un- 
dissoziierte Form + A~ -» A® begiinstigt, in (IL) tritt auf Alkoholzugabe 
eine homodrom reversible, in (III) eine weniger vollkommen homodrom 
und heterodrom reversible, in (IV) eine vdéllig irreversible Zustands 
anderung auf. Die fortschreitende Komplikation der konstitutiven 
Wandlungen in dieser Folge ist unverkennbar, und es ist der wesent- 
liche Inhalt einiger vor nicht langer Zeit naher ausgefiihrten elektro- 
chemisch-konstitutiven Betrachtungen!, daB in einer Reihe, wie de: 
obigen, der erste Schritt aller konstitutiven Veranderungen de: 


! Kolloidzeitschr. 51, 27, 1930. 
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vieiche sein und dais er in saéureamidartigen SchlieBungen  ge- 
eigneter zwitterionischer Gruppen bestehen kénnte. Den letzteren 
darf man jedenfalls einen wesentlichen Anteil an der Hydratation 
der Oberflache eines nativen Proteinteilchens zuschreiben. Selbst- 
redend soll damit eine fiir eine bestimmte Zustandsinderung mig- 
liche konstitutive Verschiebung nicht ohne weiteres als fiir eine 
andersartige zutreffend angenommen werden. Es ist vielmehr in jedem 


einzelnen Falle der Mechanismus der Anderung festzustellen!. Nehmen 


wir etwa eine der beschriebenen Schwermetalisalzflockungen, so 
findet bei diesen eine Beseitigung der Ammoniumform des zwitter- 
ionischen Proteins durch den vorausgehenden Alkalizusatz im Sinne von 
RNH3 > RNH, statt, waihrend die Ladung und der Hydratations- 
effekt der Karboxylgruppen durch die Inaktivierung des Schwermetall- 
ions vernichtet wird. Damit soll nicht zum Ausdruck gebracht werden, 
daB die Karboxylgruppen des Proteins allein die Reaktion mit Schwer- 
metallionen vermitteln miissen. Farbanderungen, wie die Biuret- 
reaktion, sowie die nach unseren Versuchen tiefer gehende Veranderung 
an den Cu- und Ag-Flockungen legen vielmehr noch andere Reaktions- 
moglichkeiten nahe. Insbesondere gleichzeitige Anlagerungen an 
dipolisch funktionierende Gruppen des Proteins, wie etwa NH,, NH 
waren hier denkbar, fiir welche sich leicht gerade bei diesen Schwer- 
metallionen sonstige Erfahrungen? aus der Komplexchemie anfiihren 
lieBen. Bei der Saureflockung wird wieder die Karboxylgruppe durch 
Zuriickdrangung der Ionisation ihres ionischen Charakters beraubt, und 
die Inaktivierung erfolgt an den verbleibenden Ammoniumgruppen, wenn 
geeignete negative Ionen: SO’, FeCy,", CCl,COO’, SCN’ u. a. zugegen 
sind. Sekundire konstitutive, oft irreversible Anderungen schlieBen 
sich an, und sie sind vielleicht denen, die sich bei mit hydrotropen 
Salzen versetzten nativen Proteinen einstellen kénnen, niher verwandt, 
als es den Anschein hat. 

So verschieden sich nach dem Angefiihrten der Mechanismus bei den 
Schwermetall- und Saurefillungen von dem der Alkoholflockung 
erweist, so bleibt bemerkenswerter Weise allen diesen Einwirkungen 


1 Dem Umstand, daB, wie P. S. Lewis (Biochem. Journ. 21, 96, 1927) 
findet, bei der Hitzedenaturierung (des Haémoglobins) die titrierbaren 
basischen und sauren Gruppen gegeniiber dem nativen Zustande an Zah!| 
unverandert bleiben, kann eine entscheidende Bedeutung nicht zukommen. 
da diese Gruppen durch den Séure- oder Laugenzusatz im Koagulat wieder 
reaktionsfahig gemacht werden kénnen. In geeigneten Fallen kann man 
sogar auf diesem Wege (Serumalbumin . Spiegel-Adol/, |. c.) die Hitze- 
anderung weitgehend zuriickbilden. 

2 H. Ley, Zeitschr. f. Elektrochem. 10, 954, 1904: weitere Literatur 
bei R. Weinland, Komplexverbindungen, Stuttgart 1919; DP. Pfeiffer. 
Organische Molekiilverbindungen, Stuttgart 1922. 
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eine einleitende Aufhebung der zwitterionischen Struktur des Proteins 
gemeinsam. 

Die Untersuchungen werden in verschiedenen Richtungen fort- 
gesetzt. Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaften sind wi) 
fiir eine Sachbeihilfe an den einen von uns (P.) zu tiefem Dank 


verbunden. 
Experimenteller Teil. 


A. Material und Methodik. 
1. Herstellung der Eiweifsole. 


Ovalbumin: Soll. Das Eiklar von 30 Eiern wurde genau vom Dotte: 
getrennt, mit dem gleichen Volumen Wasser verdiinnt, mit Ammonsulfat 
1/, gesittigt und nach 24stiindigem Schiitteln von den ausgefallenen 
Globulinen abfiltriert. Durch Ganzsaéttigung mit festem Ammonsulfat 
erhalt man das Ovalbumin, das noch schwach gelb gefiarbt ist. Nach dem 
Filtrieren wurde es in méglichst wenig Wasser gelést, etwa 3 bis 4 Tage 
in einem Pergamentsack unter Druck und dann im Faltendialysator bis zu 
einer spezifischen Leitfahigkeit von 1 . 10-4 rez.‘Ohm dialysiert. Schlie!s- 
lich wurde es unter allmahlicher Reduktion des Vorschaltwiderstandes 
elektrodialysiert. Dabei teilte es sich in zwei Schichten, von denen die 
obere fast eiweiffreie abgehebert wurde. Das Sol laBt sich auf diese Art 
fast wasserhell erhalten, da sich der gelbe Farbstoff am Boden der Mittelzelle 
absetzt. Das so erhaltene Ovalbumin war 2,553 %ig. (Der Trockengehalt 
wurde bei 105° im elektrischen Trockenschrank durch Wagung bis zum 
Gewichtskonstanz bestimmt.) Die spezifische Bruttoleitfahigkeit betrug 
1,29.10-5 rez. Ohm. Zur Ausfiihrung der Globulinprobe wurde das So! 
mit Wasser auf 1 %, verdiinnt, mit Ammonsulfat '/, bzw. 1% gesattigt und 
24 Stunden stehengelassen; in beiden Fallen blieb die Lésung klar, das 
Sol war also globulinfrei. Dauer der Herstellung 4 bis 5 Wochen. 

Ovalbumin: SollIl. Das Eiklar von 20 Eiern wurde zu einem steifen 
Schaum geschlagen, mit Toluol versetzt iiber Nacht im Eiskasten stehen 
gelassen, dann vom Schaumrest, der Verunreinigungen enthielt, dekantiet. 
Die gelbe Lésung wurde nun mit etwa ein Fiinftel des Volumens Wasse! 
verdiinnt, wobei sie sich durch Ausscheidung von Globulin triibte; nach 
3 bis 4 Tagen Faltendialyse unter Druck wurde sie vorsichtig elektro 
dialysiert, zuerst unter Vorschaltung von sechs Kohlenfadenlampen, die 
sukzessive entfernt wurden und zuletzt ohne Widerstand bei 220 Volt 
Solange die Leitfahigkeit noch nicht unter 1 . 10-4 gesunken ist, schichtet 
sich die Lésung, so da8 man durch Abhebern der oberen Schicht das Eiweil 
weitgehend konzentrieren kann. AuSerdem setzt sich ein gelbroter Far} 
stoff ab, von dem die wasserklare Lésung leicht getrennt werden kann 
Das so erhaltene Sol war farblos und enthielt 4,46 % EiweiB, seine spezifisclhe 
Leitfahigkeit betrug ohne Wasserkorrektur 2 . 10—5 rez. Ohm. Die Globulin 
probe fiel negativ aus. Dauer der Herstellung 14 Tage. 

Pseudoglobulin und Seralbumin. 3 bis 4 Liter Pferdeserum wurden mit 
gesiittigter Ammonsulfatlésung bis zur !/,-Sattigung versetzt, dfter ge- 
schiittelt und das ausgefallene Euglobulin nach 24 stiindigem Stehen filtriert. 
Das Filtrat wurde an Ammonsulfat 1/, geséttigt und das ausgeschieden: 
Pseudoglobulin nach 24 Stunden filtriert. Dieses wurde auf dem Filter mit 
1/, gesittigter Ammonsulfatlésung gewaschen, in méglichst wenig Wasse: 
gelést (triibe Lésung) und bis zu einer spezifischen Leitfahigkeit von etwas 
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unter |. 10-* rez. Ohm vordialysiert, was ungefahr 4 bis 5 Wochen dauerte. 
schlieBlich wurde es sehr vorsichtig elektrodialysiert, wobei es sich erheblich 
konzentrieren laBt. Das erhaltene Sol war schwach gelblich gefarbt, enthielt 
2.49 9% EiweiB und hatte eine spezifische Bruttoleitfahigkeit von 8 . 10—® rez. 
Ohm. 

Das Filtrat der Pseudoglobulinfallung, welches das Seralbumin ent- 
halt, wurde mit festem Ammonsulfat ganz gesittigt, nach 24 Stunden 
filtriert, in wenig Wasser gelést, bis zu einer spezifischen Leitfahigkeit 
von 1.107-4rez. Ohm vordialysiert und schlieBlich einer vorsichtigen 
Elektrodialyse unterworfen. Bei nicht zu niedriger Leitfahigkeit erfolgt 
die Schichtung sehr gut und ist nach 4 bis 5 Stunden beendet, so dai man 
die obere wasserklare, fast eiweiBfreie Schicht abhebern und neue Lésung 
nachfiillen kann. Das erhaltene Sol war schwach gelbrot gefarbt, enthielt 
2.45% EiweiB und hatte eine spezifische Bruttoleitfahigkeit von 7,96 . 10-® 
rez. Ohm. 


2. Bereitung der gesdttigten Lésungen der hydrotropen Substanzen. 

Gesattigte Na-Salicylatlésung. 100 g Na-Salicylat (Purissimum kristalli- 
siert) wurden in der Kaélte portionenweise mit 95 cem Wasser versetzt, wobei 
sich das Salz gerade lést. Endvolumen 157,5 cem. Die Lésung ist 3,96 mol. 
bzw. 63,3 vol.- %ig. 

Cesdttigte Na-Benzoatlésung. 56 g Na-Benzoat (Kahlbawm zur Analyse) 
in LO0cem Wasser gelést; Endvolumen 140 ccm. Die Lésung ist 40 vol.-%%ig 
(2.09 mol.). 

Gesdttigte Na-P yrophosphatlésung. Na,yP,O,.10ay. (Kahlbaum: analyse- 
rein). Die Lésung ist 5,8 gew.-%ig. (0,21 mol.). 

Gesdttigte Kaliumrhodanidlésung (Merck: zur Analyse.) Die Lésung ist 
68.5 gew.-%ig. bzw. 95,21 vol.- %ig. (9,8 mol.). 

Gesdttigte Magnesiumchloridlésung. (Merck: zur Analyse.) MgCl, . 6 aq. 
Die Lésung ist 35,3 gew.-%ig. bzw. 47,03 vol.-% ig. (4,94 mol.). 

Gesdttigte Harnstofflésung. 120g Harnstoff (Purissimum kristallisiert) in 
120 cem Wasser gelést. Endvolumen: 200 cem. Die Lésung ist 66 vol.-%ig. 
(11 mol.). 

Formamid. Merck. HCO.NH, (25,4 mol.). 

Gesdttigte Na-Acetatlésung. (Kahlbaum. CH,COONa.3 aq.) 49g in 
100 g¢ Wasser gelést. Die Lésung ist 20,47 vol.-%ig (2,5 mol.). 


> + es , . , . ° 
3. Oberfithrungsversuche zur Ermittlung des Wanderungssinns des Ovalbumins 


in der gesdttigten Na-Salicylatléisung der Schwefelsdureflockung. 


Die Uberfiihrungen wurden in kleinen und mittelgroBen Pauli-Land- 
stenerschen Apparaten ausgefiihrt, wobei die Elektroden bei verschiedenen 
Versuchen vertauscht wurden. Als Uberschichtungsfliissigkeit diente 
gesittigte Na-Salicylatlésung. Es wurden vier bis fiinf Kohlenfadenlampen 
vorgeschaltet. Die Potentialdifferenz zwischen der Silberkathode und 
Kohleanode betrug 105 Volt, an den Grenzschichten der Kolloidlésung 
etwa 40 Volt. Dauer der Uberfiihrungen '/, bis 1 Stunde. Nach !/, Stunde 
laBt sich in der Uberschichtungsfliissigkeit bereits EiweiB nachweisen. 
Nach Beendigung der Uberfiihrung wurden die beiden Hahne gleichzeitig ge- 
schlossen, der Strom unterbrochen und die Uberschichtungsfliissigkeit 
in den auBeren Schenkeln so weit abgezogen, da der Teil iiber den Hahnen, 
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der auf Eiweif geprift werden sollte, gesondert war. Es wurde nun n 
Hilfe einer Kapillarpipette auf beiden Seiten ein gleiches Volumen a 
pipettiert. Die beiden Lésungen wurden auf das Fiinffache verdiinnt. Gleic|) 
Teile beider Lésungen wurden nun auf Eiweif gepriift; und zwar wurde: 
sie mit 15 °,iger Sulfosalicylsaéurelésung tropfenweise versetzt und nach dei 
Umschiitteln die entstandenen Triibungen miteinander verglichen. Kalium, 
ferrocyanid und verdiinnte Essigsaiure eignen sich zum EiweiSinachweis fas: 
ebenso gut, nur gibt letzteres meist schon selbst in unseren Lésungen eine 
Triibung. Zu achten ist auf die st6érende Bildung kristallinischer Niede: 
schlage (Salicylséure). Es wurden auch Versuche mit fast auf das Doppelte 
verdiinnten Ausgangslésungen ausgefiihrt, wobei als Uberschichtung: 
fliissigkeit entsprechend verdiinnte Na-Salicylatlésung verwendet wurde 
In diesem Falle gestaltet sich der EiweiBnachweis einfacher. da die wi) 
erwiinschte Fallung von Salicylsaiure leichter zu vermeiden ist. 


4. Ausfiihrung der optischen Drehungen. 


Verwendet wurde ein Halbschattenapparat von Winkel (Géttingen 
mit Monochromator. Als Lichtquelle diente eine Wolframpunkt lichtlampe 
Die Beobachtungen beziehen sich immer auf die Natriumlinie (2 = 589 ny 
Die Temperatur betrug 20°C. Samtliche in den Tabhellen angegebenen 
Werte stellen das spezifische Drehvermégen dar, d.h. die Drehung, dic 
eine 10 em lange Schicht geben wiirde, wenn 1 cem der Lésung | g Eiweil} 
enthielte. Das Rohr wurde dreimal mit der zu untersuchenden Lésung vor 
gespilt und nach der Fiillung etwa '/, Stunde bis zur Messung gewartet 
Es wurde jede Lésung mindestens an zwei verschiedenen Tagen durch, 
gemessen. Wiederholt wurden auch mehrere Lésungen hergestellt und hei 
kleinen Abweichungen aus den erhaltenen Werten das arithmetische Mitte! 
genommen. Zeitliche Anderungen der spezifischen Drehung wurden nicht 
beobachtet. Es wurden immer méglichst lange Réhren (10 und 20 cm 
verwendet und nur wenn das Gesichtsfeld zu dunkel war, eine 5 cm lange 
Schicht gemessen. 

Mitunter waren die Lésungen, obwohl sie vorher filtriert worden waren. 
zur Drehung unbrauchbar, da sie entweder beim Drehen des Rohres un 
seine Achse in jeder Stellung eine andere Ablesung gahen oder es war da- 
Bild yerzerrt. Im letzteren Falle besserte es sich oft nach wenigen Minuten. 
so daB einwandfrei beobachtet werden konnte. Im ersteren Falle wurde 
die Lésung wiederholt filtriert, bis das Bild brauchbar war. (Vgl. Ovalbumin 
Hitzeflockung H. I in gesaéttigtem Na-Salicylat gelést, Seralbumin Alkoho! 
flockung in geséttigtem Na-Salicylat und einige andere Lésungen von 
Flockungen in hydrotropen Substanzen.) Mit freiem Auge erscheinen solcl 
Lésungen klar. Das anormale optische Verhalten lé8t aber auf Inhom: 
genitaten in den Zerteilungen von EiweiSflockungen in den hochgesattigten 
Medien schlieBen. 


Die Messung des Drehungswinkels wurde so ausgefiihrt, da aus eine: 
Anzahl Ablesungen, die héchstens um 0,02° differierten, das Mittel genommen 
wurde. Der Nullpunkt wurde vor jeder Messung bestimmt und aus den 
wahrend einer Versuchsreihe gefundenen Werten ebenfalls das Mittel ge 
nommen. Der Nullpunkt andert sich in der Regel lingere Zeit gar nicht 
Auf physiologische Abweichungen durch Ermiidung, verschiedene Dunke! 
adaption des Auges u.dgl. wurde Riicksicht genommen, bei langeren 
Versuchsreihen durch Einschaltung eines zweiten Beobachters. 
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Kolloide und konstitutive Anderungen von Proteinen. 1. 


5. Stickstofjbestimmungen (Mikrokjeldahl). 


a) Einwage bzw. Pipettieren der Lésungen. Fiir eine Reihe von Stick- 
stoffbestimmungen wurde die Lésung in kleinen 1 ccm fassenden Wage- 
rohrchen eingewogen, indem das Volumen von 0,5 cem méglichst genau 
eingehalten wurde. Die Einwagen wichen trotzdem infolge der Viskositat 
der Lésungen oft mehr als 1% voneinander ab. Erst bei Verwendung 
einer geeichten 1% cem-Milchglaspipette lie® sich, wie sich spiter zeigte, 
die Wagung umgehen, um so mehr, als fiir die optische Drehung Volum 
prozente maBgebend sind. 


b) Die Zersetzung. Die Zersetzung war durch die Anwesenheit von 
gesittigtem Na-Salicylat erschwert. Als Ergebnis zahlreicher Versuche 
erwies sich folgende als die giinstigste Methode: Als Katalysatoren dienten 
3 bis 4 Tropfen 10°%ige Kupfersulfatlésung und ein winziger Tropfen 
Quecksilber (maximal 0,04 g). Es wurden noch versucht: gekérnter Braun- 
stein bzw. Kaliumbichromat-Schwefelséure nach Kriiger. Beide haben 
sich in unserem Falle nicht bewahrt. Vor Zusatz der Schwefelsiiure wurde 
nach dem Eintragen der zu untersuchenden Lésung der Kolbenhals mit 
2 bis 3 eem Wasser abgespiilt. Der Zusatz von Wasser erwies sich als sehr 
wesentlich, da er die Dauer des Erhitzens bedeutend abkiirzt. Unverdiinnte 
Proben muften 100 Stunden und langer erhitzt werden, wahrend die Zer- 
setzung bei den mit Wasser verdiinnten Proben nach etwa 24 Stunden 
beendet ist. Es wurden nun 4 ccm reinste Schwefelsaure (Merck) unter vor- 
sichtigem Umschiitteln zugesetzt, anfangs tropfenweise, da das Na-Salicylat 
mit der Schwefelsaure heftig reagiert unter Abscheidung von Salicylséure. 
Zu Beginn muf vorsichtig erhitzt und zur Vermeidung von Siedeverzug 
éfters geschiittelt werden. Die Ff liissigkeit wurde nun so lange im gelinden 
Sieden erhalten, bis SO,-Dampfe entwichen. Die Salicylsiure sublimiert 
an den kalteren Stellen des Kolbens und wird durch Schwenken des Kolbens 
wieder in die Fliissigkeit zuriickgespiilt. Ein Teil der Salicylsdiure zersetzt 
sich unter Bildung von Phenol und Kohlendioxyd und entzieht sich der 
Verkohlung. Der Zusatz von Wasser hat auBerdem noch den Vorteil, da®B 
die Fliissigkeit wihrend der ganzen Zersetzung ziemlich diinnfliissig bleibt 
und relativ starker erhitzt werden kann, ohne zu spritzen. 


c) Bestimmung des Stickstoffgehaltes unserer EiweiBlisungen mit be- 
kanntem Trockengehalt. Ovalbumin: 2,026, Seralbumin: 1,89°, und 
Pseudoglobulin: 1,95%. Bestimmung des Faktors F, mit dem die ge- 
fundenen Gramm Stickstoff zu multiplizieren sind, um Gramm Eiweil 


zu erhalten. 
o 


o Eiweil . Einwage 
0,014. cem Hy, SO, 


F 


Ovalbumin: Mittel aus vier Bestimmungen: F 6,942. entsprechend 
einem Stickstoffgehalt von 14,47 °%. 

Seralbumin: Mittel aus vier Bestimmungen: F = 6,604, entsprechend 
einem Stickstoffgehalt von 15,14 %. 

Pseudoglobulin: Mittel aus vier Bestimmungen: F 6,721, ent- 
sprechend einem Stickstoffgehalt von 14,88 °%. 

d) Stickstof{fbestimmungen in Na-Salicylatlésungen. Ein groBer Teil 
wurde mit eingewogenen Mengen ausgefiihrt. Da jedoch das spezifische 
Drehvermégen von Lésungen mit verschiedenem spezifischen (ewicht 
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verglichen werden sollte, muBten die gefundenen Werte fiir die Gewichts 
prozente auf Volumprozente umgerechnet werden. Zu diesem Zweck wurci 
die Dichte der Lésungen nachtraglich bestimmt. 


6. Lésung von Flockungen in verschiedenen Lésungsmitteln. 


Um médglichst in allen Fallen 1 °%ige Lésungen zu erhalten, wurde 
stets angestrebt, quantitative Flockungen zu erzielen. Zu diesem Zweck 
wurde in Vorversuchen das Optimum der verschiedenen Flockungen be 
stimmt (vgl. z. B. die Tabellen der Ag-, Cu- und Al-Flockungen unte: 
Zusatz von NaOH). Andererseits sollte sich die Flockung méglichst vol! 
kommen in dem Lésungsmittel lésen. In den Fallen, wo beide Forderunger 
nicht mit v6lliger Sicherheit erfiillt waren, wurden Mikro-Stickstofi 
bestimmungen nach Kjeldahl ausgefiihrt. Die Flockungen wurden entweder 
filtriert und in gesattigtem Lésungsmittel gelést oder letzteres zu der 
Flockung, ohne sie zu filtrieren, zugesetzt, oder die Flockung iiberhaupt 
durch Zugabe des lésenden Stoffes (Endkonzentration !/, gesittigt) voi 
der Einwirkung verhindert. Im ersten Falle wurde die Flockung nach 
24stiindigem Stehen filtriert, wiederholt mit wenig destilliertem Wasse: 
gewaschen. Wo dies, infolge Léslichkeit der Flockung oder wenn diese 
leicht durch das Filter ging, nicht méglich war, ist dies eigens vermerkt. Die 
Fliissigkeit wurde mdglichst vollkkommen ablaufen gelassen und die nw 
ganz schwach feuchte Flockung samt Filter quantitativ in einen 50 ccm 
fassenden Jenaer Rundkolben gebracht. Eine Trennung vom Filter bzw 
Trocknung der Flockung, wie sie sonst bei quantitativen Analysen aus 
gefiihrt wird, ist hier nicht méglich, da die Proteine beim Erhitzen Zu 
standsaénderungen erleiden, die vermieden werden muBten. Die Flockung 
wurde nun mit so viel gesattigtem Lésungsmittel versetzt, daB die erhaltene 
Lésung in bezug auf EiweiB 1 vol.-%ig wurde. Der Kolben wurde mit 
einem Kork verschlossen, durch den ein etwa 1 dm langes Jenaer Glasrohi 
gesteckt war, das als RiickfluBkiihler diente. Das Erhitzen wurde iiber 
ganz kleiner Flamme durchgefiihrt und dauerte | bis etwa 10 Minuten 
Es wurde mit kurzen Unterbrechungen zum gelinden Sieden erhitzt und in 
den Pausen geschiittelt. Da sich im Glasrohr immer etwas Wasser kon 
densierte, wurde es am Schlu8 mit der Lésung nachgespiilt. Die noch warn 
Lésung wurde nun durch ein trockenes Filter von Filterfasern und etwa 
ungeléstem EiweiB abfiltriert. Letzteres lag entweder unverandert ungelést 
oder in Form gequollener, gelatinéser, bisweilen glasig harter Teilche: 
vor. Bei Verwendung von Formamid als Lésungsmittel blieb auf dem Filter 
meist eine Gallerte, bei Verwendung von Na-Pyrophosphat bzw. MgC, 
gelegentlich eine zusammenhaingende Masse von schwammiger Struktur 
zuriick. 


Zum Lésen der Flockungen erwiesen sich im allgemeinen vollstandig 
gesaittigte Lésungsmittel erforderlich. Eine Ausnahme machen die Hitze 
veranderungen H. II und H. III (vgl. auch die Léslichkeit der 0,4 n Schwefe! 
siureflockung mit 0,2 %ig. Ovalbumin bzw. der 0,2 n Schwefelsaéureflockung 
bei 1°, Ovalbumin in Na-Salicylat verschiedener Konzentration). Da es 
sich bei der Bestimmung des spezifischen Drehvermégens der Lésungen 
darum handelte, das Lésungsmittel so zu wahlen, da8 sich die Flockung 
méglichst vollkommen lést, so wurden, abgesehen von H. II und H. III. 
gesattigte Lésungsmittel (Endkonzentration) verwendet. Als Beispiel: 
dafiir, daB die Léslichkeit schon bei 1/, gesittigtem Lésungsmittel he 
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trachtlich zuriickgeht, seien folgende Versuche angefiihrt: Die n/100 Cus O,- 
Flockung (0,005n NaGH) des 1°%igen Seralbumins ist in gesattigtem 
Na-Pyrophosphat und in Formamid sehr leicht, in gesattigtem Harnstoff 
ziemlich leicht léslich. Diese Versuche wurden nun mit */, gesittigten 
Losungsmitteln wiederholt. In 1/, gesaéttigtem Na-Pyrophosphat ist die 
Flockung in der Hitze wenig léslich, in 1/, gesattigtem Harnstoff und 
Formamid unléslich. 


7. Untersuchung der Reversibilitat der Zustandsdnderungen. 


a) Einfache (homodrome) Reversibilitat. Die Flockung laBt sich durch 
Entfernung der die Zustandsainderung bewirkenden Substanz wieder in 
Losung bringen. 


b) Reversibilitat der in schwachem Alakali gelésten Flockungen. Die 
Flockungen wurden nach mindestens 24stiindigem Stehen filtriert, wiederholt 
mit kleinen Mengen Wasser gewaschen (bei Flockungen, die gelést oder 
leicht triib durchs Filter gehen, muBte das Waschen unterbleiben) und 
in so viel Wasser unter tropfenweisem Zusatz von n NaOH klar geldst, 
daB die Lésung 1° EiweiB enthielt und ganz schwach alkalisch reagierte. 
Bei Verwendung von NH, an Stelie von NaOH bleibt oft eine schwache 
Triibung zuriick, die auch auf weiteren Ammoniakzusatz nicht verschwindet : 
es wurde daher in allen folgenden Versuchen NaOH verwendet. Die erhaltene 
Losung wurde nun mit Toluol iiberschichtet und in einer Schleicher & Schiill- 
Hiilse oder in einem kleinen, luftdicht schlieBenden Pergamentsackchen 
etwa 10 Tage unter Druck vordialysiert, wobei die spezifische Leitfahigkeit 
auf 1. 10-* bis 1 . 10-* sank. War die Lésung klar oder schwach getriibt. 
so wurde sie, nachdem ihr Volumen gemessen worden war, vorsichtig in 
einem Mikroapparat unter allmahlicher Reduktion der zuerst vorgeschal- 
teten Kohlenfadenlampen elektrodialysiert, wobei besonders am Anfang 
alle 5 bis 10 Minuten das Wasser in den AuBenzellen gewechselt wurde. 
Die Temperatur in der Mittelzelle wurde dauernd mit einem in die Lésung 
eintauchenden Thermometer gemessen. Blieb die Temperatur konstant. 
so war dies meist ein Zeichen dafiir, daB die Leitfahigkeit geniigend 
tief gesunken war. Die Elektrodialyse (E. D.) wurde unterbrochen 
und x gemessen, das ungefaéhr den Wert des urspriinglichen Sols hatte, 
also 1. 10-5. 


Trat bei der Vordialyse Flockung ein, so wurde diese filtriert und 
das Filtrat auf EiweiB gepriift. Fiel die Probe positiv aus, so wurde die 
Lésung wie oben elektrodialysiert. Die Kenntnis des Volumens der Lésung 
nach der Vordialyse ist jedenfalls von Wichtigkeit, da meist Verdiinnung 
erfolgt. Der EiweiBgehalt nach der Dialyse bzw. E. D. wurde in Fallen, 
wo die Fliissigkeit betrachtlich eiweiBhaltig war, durch Trockengehalts- 
bestimmung ermittelt, im iibrigen aber wurde eine kleine Probe der Lésung 
mit Sulfosalicylsiure geflockt und nach dem Schiitteln die entstandene 
Faillung mit Flockungen verglichen, die EiweiBlésungen von bekanntem 
Gehalt gaben. Bei Lésungen bis zu etwa 0,5 % laBt sich auf diese Art der 
EiweiBgehalt ziemlich genau schatzen. In den Fallen, wo im Filtrat der 
urspriinglichen Flockung Eiwei nachweisbar war, muBte dies bei Be- 
stimmung der Reversibilitaét beriicksichtigt werden, ebenso bei Lésungen 
von Flockungen in verschiedenen Lésungsmitteln der Betrag an Eiweil, 
der etwa ungelést geblieben war. 
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c) Reversibilitat der in hydrotropen Substanzen gelésten Flockung 
Es wurde genau nach 7., b, verfahren, nur wurden die Lésungen direk: 
dialysiert. Die Lésungen der Alkohol- und Hitzeflockung in Nichtelektr 
lyten (z. B. Harnstoff) wurden unter Druck 12 bis 14 Tage dialysiert, al\: 
iibrigen Lésungen, sofern sie nicht bei der Vordialyse quantitativ aus 
flockten, auch elektrodialysiert. 

Zum Vergleich wurde auch untersucht: 

d) Die Reversibilitdt der in der Kdlte hergestellten Lésungen: 1°, Eiwe: 
1, bzw. ganz gesdttigte Substanz (Endkonzentration). Es wurde, wie unte: 
c) beschrieben, auf Reversibilitaét gepriift. 


B. Versuche mit Ovalbumin. 


I, Flockung durch Siuren. 


1. Fdllungsgrenzen. a) 1 °oig. Ovalbumin (Endkonzentration). 1 ccm 
2°.iges Ovalbumin wurde mit dem gleichen Volumen des Fallungs- 
mittels versetzt, so daB die Endkonzentration des EiweiBes 1°), die 
der Saéure bzw. des Kaliumferrocyanids die Halfte der Normalitit 
der zugefiigten Stoffe betrug. Hierauf wurde gut durchgeschiittelt 
und mit ausgekochten Korken verschlossen stehen gelassen. Verwencet 
wurden bei diesen und allen spéteren Versuchen Jenaer Eprou- 
vetten, die vor jeder Versuchsreihe mit NaOH, Chromschwefelsaure 
gereinigt und hierauf gedampft wurden. Uberschichten mit Toluo! 
eriibrigt sich bei Anwesenheit von geniigenden Elektrolytmengen. Beo! 
achtet wurde zunachst nach 24 Stunden. 


Tabelle VIII. 





Endkonz. HCl H,S0, CH,COOH CCl, COOH 


0,95 n klar klar klar starke milchige Flockung 
0,10 klar schw. Tribg. m . * . 
0,15 fast klar mab. Triibg. < - 
JS hee Tethe || Schwache klar (auch 
0,20 ome. Tribg. | Flockung nach 8 Tagen 


os 


Beim Stehen verstarken sich die Flockungen, so ist die 0,2 n HgS0O, 
Flockung nach 48 Stunden fast quantitativ; die Triibungen gehen in 
schwache Flockungen iiber.  Trichloressigsiure verschiedener Konzen 
tration gibt sofort eine milchige Flockung, die sich nach 48 Stunden 
absetzt (dariiber klare Fliissigkeit). Die Flockung ist quantitati, 
Im Zusammenhang mit obigen Versuchen wurden auch die beiden 
folgenden ausgefiihrt. 

1. Versuch: 2%ig. Ovalbumin + 0,2 n HCl (Endkonzentration) geben 
nach 24 Stunden eine Gallerte. 

2. Versuch: 1%ig. Ovalbumin + n/10 HCl+n/l0 KCl (Endkonze: 
tration) geben nach 24 Stunden gleich starke Triibung wie 1 jig 
Ovalbumin + 0,2 n HCl. 


b) 0,5%ig. und 0,2 %ig. Ovalbumin: 
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Tabelle 1X. Fallungsgrenzen von HCl und H,SQ,, 





I. 0.5° » iges Ovalbumin Il. 0,2 °%5 iges Ovalbumin 


HCI H2S0O4 Hel H.SO, 


Normal 


24 Std 48 Std. 24 Std. 48 Std 24 Std. 48 Std. 24 Std 48 Std 


O15 klar klar schw. Tr. Flock. klar klar klar min. Tribg. 
0.20 min. Tr. Tribg. Triibung ‘in ™ ‘ min. Tr. schw. Triibg. 
030 ‘Trabg. | Flockg. . 4 Tage schwere Triibg.* .  , Tribune, 
qu. Fl. Triibg. 3 Tage: FI. 
040 Flockg. qu. Fl. Flockg. qu. Fl Flockg. qu. Fl. Triibung qu. Flockg. 
0.50 st. FL x . st. Fl. . * ” m" Flockg. » . 


* Nach drei Tagen Flockung, nach sechs Tagen quantitative Flockung. 


2. Versetzen eines 1% igen Ovalbumins mit Sduren. Ausflockung durch 
hydrotrope Salze. Zusatz von 0,05n H,SO, (Endkonzentration). 2 cem 
2% iges Ovalbumin wurden mit 2 cem n/10 H,SO, versetzt und in die fast 
klare Lésung nach 24 Stunden 0,2 cem In bis 4n Na-Salicylat eingetragen. 
In allen Fallen entsteht sofort eine starke Flockung; die Filtrate davon 
waren eiweibfrei. 

Kontrollversuche: 1. 2cem n/l0 H,SO,+ 2cem H,O + 0,2 cem 
gesattigte Na-Salicylatlésung geben keine Fallung (klar). 

2. 2cem 2% iges Ovalbumin + 2ccem H,O + 0,2cem — gesattigte 
Na-Salicylatlésung bleiben ebenfalls klar. 

Bei einem zweiten Versuch wurden zu 4 ccm der Eiweil}-Schwefelsaure- 
mischung je 0,3 ccm n Na-Benzoat bzw. Na-Rhodanid zugesetzt. Zunachst 
entsteht eine Triibung, die sich bald verstarkt, nach etwa 4 Stunden 
Flockung. 

Bei einem dritten Versuch wurden zu 4 ccm der Saéure-Eiwei®lésung 
0.2 cem n Na-Sulfat zugesetzt; nach 24 Stunden klar. 0,4 cem n Na-Sulfat 
geben nach 24 Stunden schwache Flockung, 2 cem gesittigtes Na-Sulfat 
nach 1 bis 2 Stunden Flockung. Die Flockung durch 0,05 n Na-Salicylat 
(Endkonzentration) wurde unter schwachem Erwarmen leicht in gesattigtem 
Na-Salicylat gelést, nach fiinftaégiger Dialyse flockte das Eiweifi wieder 
quantitativ aus. Auch in NaOH ist die Flockung leicht léslich. 

Zusatz von 0,05n HCl. 2 cem 2% iges Ovalbumin wurden mit 2 cem 
n/10 HCl versetzt; nach 24 Stunden wurden zu der fast klaren Lésung 
zugefiigt : 


1. 0,2 cem n Na-Salicylat: sofort quantitative Flockung. 


Kontroliversuch: 2cem n/10 HC]l+ 2cem H,0O + 0,2 cem n Na- 
Salicylat bleiben zunachst klar, geben aber nach 2 bis 3 Stunden diinne 
Nadeln von Salicylsaéure. 


2. 0,2 cem n Na-Benzoat: sofort schwache Flockung, nach 24 Stunden 
starke Flockung. 

3. 0,2 cem n Na-Rhodanid: zunachst milchige Triibung, nach 24 Stun- 
den Flockung. 2 bis 3 cem gesaéttigtes Na-Rhodanid flocken sofort. 

4. 0,2 bis 0,5cem Kaliumchlorid: auch nach 24 Stunden klar, erst 
4 ccm geben eine milchige Triibung. 0,5 cem gesattigte KCl geben zunachst 
eine Triibung, nach 24 Stunden eine Flockung. 
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Zusatz von 0,15 und 0,5 n Essigsdure. 2 com 2 °oiges Ovalbumin wurde: 
mit 2cem 0,3 n bzw. n Essigsiure versetzt und nach 24 Stunden zu ck 
klaren Lésung zugefiigt: 

1. 0,2cem n Na-Salicylat: sofort quantitative Flockung. die filtriert 
wurde und sich in gesaéttigtem Na-Salicylat leicht léste. 


Kontrollversuch: 4 eem 0,15 n bzw. 0,5 n Essigsaiure geben mit 0,2 cen 
n Na-Salicylat keine Fallung (klar). 

2. 0,2cem nNa-Benzoat bzw. Na-Rhodanid geben nach einigen 
Stunden ebenfalls Flockungen, die sich nach 24 Stunden verstarken. 


3. 0.2 cem Na-Acetat (n und gesattigte Lésung) bleiben zuniachst 
klar und geben nach 24 Stunden minimale Flockung. 


3. Léslichkeit der Sdureflockungen in hydrotropen Lésungsmitteln. 


Samtliche Flockungen wurden nach mindestens 24stiindigem Stehen 
filtriert, mehrmals mit wenig Wasser gewaschen und in kleinen Jenaer 
Kolben mit so viel gesattigtem Lésungsmittel versetzt, daB die zu e1 
haltende Lésung 1 % Eiwei®8 enthielt. Die in der Tabelle angegebene Loés 
lichkeit bezieht sich auf Siedetemperatur, Léslichkeit bei Zimmertemperatur 
wurde nicht beobachtet (weiteres siehe Methodik: 6.). Mit sinkender Kon 
zentration des Lésungsmittels nimmt die Léslichkeit der Flockungen ab; 
n Na-Salicylat, Na-Benzoat und Na-Rhodanid lésen auch in der Hitze nicht. 
Die Alkoholflockbarkeit der Lésungen ist minimal: die Lésung der H,SO, 
Flockung in gesiéttigtem Na-Salicylat gibt nach 24 Stunden minimale 
Flockung, die Lésung der Flockung in gesattigtem Na-Benzoat schwache 
Flockung. (In beiden Fallen wurde ein gleiches Volumen Alkohol zugefiigt.) 


Tabelle X. Léslichkeit der Saureflockungen in gesiéttigten Lésungsmitteln 





Gesiattigtes 0.2n HCl- 0.2n H,SO,- CCI,COOH-  K,FeCy, + Essig 
Lisungsmittel Flockung Flockung Flockung sdure Flockung 


Na-Salicylat . . . z. Teil léslich z. Teil loslich léslich zum Teil loslic! 


Na-Benzoat . ey er »  wenig léslich wenig léslich  wenig léslich 
NaCNS, KCNS .. wenig léslich =, . unloslich unloslich 
Na-Acetat .... unléslich unléslich a - 
MgCl, CaCl. . . “ - 

Deakete ++: «+ — prakt. unlésl. 

Harnstoff. ... . vollk. léslich 

Formamid ... . Gallerte, unl. 


Die Unléslichkeit der Flockungen in gesattigtem Na-Acetat spricht 
dafiir, daB ihre Léslichkeit in gesaittigtem Na-Salicylat und Na-Benzoat 


nicht auf Hydrolyse der Salze zuriickzufiihren ist, die ja in der Hitze infolge 


Bildung von freien Hydroxylionen die Lésung bewirken kénnte. Ge 
sattigtes Na-Acetat reagiert schon in der Kalte alkalisch und miiB®te daher 
noch leichter lésen. Gesattigtes Na-Benzoat ist in der Kalte bedeutend 
schwacher hydrolysiert, farbt aber rotes Lackmuspapier blau, wahren« 


gesiittigtes Na-Salicylat neutral bzw. eher schwach sauer reagiert. Die 
gesittigte Na-Salicylatlésung ist etwa 4 mol. (etwa 63 ig), die gesittigte 


Na-Acetatlésung etwa 2,5 n (20,5 %ig); Na-Salicylat gleicher Konzentration 
20.5% ig) lést in der Hitze die Flockungen auch nicht mehr, wohl aber 
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das nur 2 mol. gesaéttigte Benzoat, das somit vergleichsweise am _ wirk- 
samsten erscheint. 

Uber fithrungsversuche der in gesdttigtem Na-Salicylat gelisten 0,2n H, SO,- 
Flockung von 1 °,ig. Ovalbumin. Es wurden insgesamt acht Versuche mit. ver- 
schiedenen Apparaten und verschiedener Versuchsdauer ausgefiihrt. Das 
Eiwei8S wandert nach der Anode und Kathode gleich stark. EiweiBnachweis 
und nahere Beschreibung der Versuche siehe Methodik. Uberfiihrungs- 
versuche mit fast auf das Doppelte verdiinnten Ausgangslésungen ergaben 
das gleiche Resultat. 


Léslichkeit der Schwefelsdureflockung von verdiinnterem Eiweif in 
Na-Salicylat verschiedener Konzentration. 0,5 %ig. Ovalbumin: Die 0,3 n 
H,SO,-Flockung (Endkonzentration) wurde nach 3 Tagen filtriert und 
zewaschen. Sie ist in | n bis 3n Na-Salicylat in der Kalte und Hitze unléslich, 
in geséttigtem Na-Salicylat (4n) betrachtlich léslich. 


0,2 % ig. Ovalbumin: Die 0,4n H,SO,-Flockung wurde nach 3 Tagen 
tiltriert und gewaschen. Sie ist in gesattigtem Na-Salicylat in der Hitze 
feilweise léslich, in verdiinnterem nicht. 


4. Reversibilitat der Sdureflockungen (1% Ovalbumin ). 


a) Einfache Reversibilitat. Eine soleche wurde nur beim Essigsaure- 
eiwelB beobachtet. 

Ovalbumin + Essigsdure: 5ccem 2% iges Ovalbumin wurden mit 
5cem 0,4n Essigsiure versetzt und die klare Lésung nach achttagigem 
Stehen vorsichtig elektrodialysiert (etwa 24 Stunden), dabei trat keine 
Flockung auf. Das Eiwei ist also durch den Zusatz der Essigsiure weder 
geflockt noch denaturiert worden und kann nach Entfernung derselben 
zuriickerhalten werden. 


b) Reversibilitat der in schwacher NaO H gelésten Flockungen. 0,2 n HC1- 
Flockung: 5cem 2%iges Ovalbumin wurden mit 5cem 0,4n HCl ver- 
setzt. Die Flockung wurde nach 3 Tagen filtriert (das Filtrat war klar und 
eiweiBfrei), mit wenig Wasser gewaschen und in 10 cem Wasser eingetragen, 
worin sie sich bis auf eine minimale Triibung léste. Auf Zusatz von 
wenigen Tropfen nNaOH Klarung; nach 10 Tagen Dialyse quantitative 
Flockung. Die H Cl-Flockung erweist sich also bei dieser Behandlung nur 
scheinbar reversibel. In Wirklichkeit liegt das lésliche ‘Salz des dena- 
turierten Proteins vor. 

H,SO,-Flockung: 1. 1% ig. Ovalbumin. Die Flockung durch 0,2 n 
H,SO, (Endkonzentration) wurde nach 24 Stunden filtriert, mehrmals 
mit wenig Wasser gewaschen und mit so viel Wasser versetzt, als dem 
Anfangsvolumen nach der Mischung mit Saéure entspricht. Die stark ge- 
triibte Fliissigkeit wurde mit n N H, tropfenweise bis zur schwach ammoniakali- 
schen Reaktion und vollstandigen Klaérung versetzt. Nach 8 Tagen Dialyse: 
starke Triibung. Bei vorsichtiger Elektrodialyse flockt das Eiweif quanti- 
tativ. Wiederholungen des Versuchs, auch solche, bei denen die Lésung in 
NH, direkt elektrodialysiert wurde, ergaben das gleiche Resultat. Als 
Kontrolle zu letzteren wurde auch folgender Versuch ausgefiihrt: 2 ccm 
2°,iges Ovalbumin wurden mit 2 cem einer neutralen bzw. ganz schwach 
alkalischen Mischung von 2 ccm 0,4n H,SO, + 0,8 cem n NH, versetzt, 
durehgemischt und vorsichtig elektrodialysiert. An der anodischen Membran 
scheidet sich eine schwache Flockung ab. die etwa 10°, der gesamten 
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EiweiBmenge betragt. Der Versuch zeigte, daB selbst das pure EiweiB be 
Gegenwart dieser Menge von Elektrolyten nicht elektrodialysiert werden 
kann, ohne einen Teil der Reversibilitat einzubiiBen, sondern mindesten- 
8 bis 10 Tage unter Druck vordialysiert werden muB bis zu einer spezifischen 
Leitfahigkeit von etwa 1 . 10—‘ rez. Ohm. 


2. 0,5 %ig. Ovalbumin: Die 0,3 nH,S O,-Flockung (Endkonzentration ) 
wurde nach 24 Stunden filtriert, gewaschen und in so viel Wasser ein 
getragen, daB nach tropfenweisem Zusatz von 0,04n NaOH die Lésuny 
1°, Eiwei8 enthielt. Nach 11 Tagen Dialyse flockte das EiweiB quantitativ ; 
irreversibel. 

3. 0,2 °Gig. Ovalbumin: Die0,4n H,S O,-Flockung wurde nach 48 Stunden 
filtriert, gewaschen und in Wasser und wenig NaOH zu 1% Eiweif klar 
gelést. Nach achttagiger Dialyse im Sack quantitative Flockung. Die 
Schwefelsiureflockung ist also auch bei verdiinnterem als 1 %igen Eiweils 
irreversibel, 

Trichloressiqsdureflockung: Die n/10 CCLCOOH-Flockung (End 
konzentration) wurde nach 48 Stunden filtriert (Filtrat eiweiBfrei), wieder 
holt mit Wasser gewaschen und in H,O unter Zusatz von NaOH klar gelést 
Nach 8 Tagen Dialyse: quantitative Flockung; irreversibel. 

K,FeCy, — Essigsdéure-Flockung: Die Flockung wurde nach 24 Stunden 
filtriert. gewaschen und in Wasser + NaOH gelést. Nach 10 Tagen 
Dialyse: quantitative Flockung; irreversibel. 

c) Reversibilitat der in hydrotropen Stoffen gelésten Sdureflockungen. 
HCl-Flockung: in geséttigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel (Dialyse). 
H,5SO,-Flockung in gesattigtem Na-Salicylat gelést; irreversibel (Dialyse). 


H,SO,-Flockung in gesittigtem Harnstoff gelést: wenig reversibel (etwa 
10% nach Dialyse). Trichloressigsiureflockung in gesittigtem Na-Salicylat 
gelést: irreversibel (Dialyse). K,FeCy, + Essigséureflockung in gesattigtem 
Na-Salicylat gelést: irreversibel (Dialyse). Zum Vergleich wurde auch 
untersucht die 


d) Reversibilitat der in der Kadlte hergestellten gesdttigten Lésungen von 
hydrotropen Stoffen mit Ovalbumin. 1 %iges Ovalbumin, gesattigtes Na-Sali 
cylat und 1 °Giges Ovalbumin, gesattigter Harnstoff: nach 13 Tagen Dialyse 
quantitative Flockung: irreversibel (vgl. Kap. E). 


II. Alkoholflockung (1°, iges Ovalbumin). 


1. Fadllungsversuche. 


Pures Eiweif: Alkoholflockung. 4cem 2 %iges Ovalbumin geben mit 2 cem 
H,0O und 2cem Alkohol (Endkonzentration: | %iges Ovalbumin, 23,75 °jige! 
Alkohol) zuniachst eine Triibung, die sich rasch verstarkt; nach 24 Stunden 
starke aber unvollstandige Flockung. Sulfosalicylsiure, auch _ iiber 
schiissiger Alkohol geben im Filtrat sofort Flockung. 4 ccm 2 %iges Ov 
albumin geben mit 4 ccm Alkohol (Endkonzentration: 1% iges Ovalbumin, 
48 %iger Alkohol) sofort starke Triibung, nach 48 Stunden quantitative 
Flockung. Filtrat gibt mit Sulfosalicylsiure keine, mit iiberschiissigem 
Alkohol minimale Triibung, auch nach weiteren 24 Stunden. 

SdureeiweiB: Alkoholflockung. 4cem 2%iges Ovalbumin wurden mit 
4cem 0,2n H,SO, versetzt, 24 Stunden ;.echengelassen und die minima! 
getriibte Lésung mit 2 bzw. 4cem Alkohol versetzt, worauf sie sich stark 
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trubt und nach kurzem Stehen Flocken bildet. Die Flockung ist bedeutend 
starker als die von reinem Ovalbumin mit gleicher Alkoholkorizentration 
93,75 %) 
Cmts e oOo} 

2. Léslichkeit in hydrotrepen Lésungsmitteln. 


Pures EiweiB: Alkoholflockung. 5 cem 2% iges Ovalbumin wurden mit 
5eem Alkohol versetzt, die Flockung nach 24 Stunden filtriert, gewaschen 
und mit 10 cem gesittigten Lésungsmittels 3 bis 5 Minuten zum gelinden 
Sieden erhitzt. 

Gesattigtes Na-Salicylat: bis auf kleine glasige Teilchen gelést. 

Gesattigtes Na-Benzoat, KCNS, MgCl, und Na,P,O,: in der Hitze 
ungeldést. 

Gesattigter Harnstoff: bei kraftigem Schiitteln kurz zum _ Sieden 
erhitzt; glatt geldst. 

Gesattigtes Formamid: in der Hitze scheinbar gelést, beim Erkalten 
(rallerte. 

Sdureeiweif: Alkoholflockung. 4cem 2% iges Ovalbumin + 4 ccm 
0,2n HgSO,: nach 24 Stunden mit 4 cem Alkohol geflockt, Flockung nach 
weiteren 24 Stunden filtriert und gewaschen. Sie lést sich in gesattigtem 
Na-Salicylat bis auf kleine gelatinése Teilchen. 


3. Reversibilitat der Alkoholflockung (1 °,iges Ovalbumin ). 


Einfache Reversibilitdt. Sowohl die pure Alkoholflockung als auch die 
SaureeiweiBalkoholflockung bleiben beim Behandeln mit Wasser ungelést. 

Reversibilitat der in schwachem Alkali gqelésten Flockung. 1. Pure 
Alkoholflockung: irreversibel (Dialyse). 2. H,S O,-EiweiB: Alkoholflockung: 
irreversibel (Dialyse). 

Reversibilitat der in hydrotropen Stoffen gelésten Flockung. 1. Pure 
Alkoholflockung in geséttigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel (Dialyse). 
Pure Alkoholflockung in gesaéttigtem Harnstoff gelést: irreversibel (Dialyse). 
2. Schwefelsiure: Alkoholflockung in geséttigtem Na-Salicylat geldést: 
irreversibel (Dialyse). 


Ill. Hitzeflockung. 


1. Ausfiihrung der Hitzekoaquiation. 


Flockung filtriert (H.I). 2% iges Ovalbumin wurde 1/, Stunde im 
Wasserbad erhitzt (bei kiirzerem Erhitzen ist die Flockung unvollkommen). 
Diese Art der Hitzeflockung wurde ausgefiihrt, wenn das Koagulat filtriert 
und dann auf Léslichkeit in hydrotropen Lésungsmitteln gepriift wurde. 
Da es sich nun zeigte, daB die Hitzeflockung (H. I) beim Ovalbumin, wie 
auch beim Seralbumin und Pseudoglobulin in obigen Substanzen wenig 
léslich bzw. unléslich ist, wurden im folgenden vorwiegend zwei weitere 
Arten der Hitzebehandlung angewandt (b und ec). 

Flockung nicht von der Lésung getrennt (H.II). 2% iges Ovalbumin 
wurde '% bis 1 Minute im Wasserbad koaguliert und die weiteren Opera- 
tionen (Untersuchung der Léslichkeit) vorgenommen, ohne die Flockung 
zu filtrieren. 

Hemmung der Hitzeflockung (H. 111). Die Hitzeflockung wurde 
durch vorherigen Zusatz der hydrotropen Substanz verhindert. 
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2. Léslichkeit der Hitzeflockung in hydrotropen Lésungsmitteln. 


a) H.I: 10 cem 2% iges Ovalbumin wurden 1% Stunde im Wasserba:! 
erhitzt, filtriert und die Flocken in 20 ccm gesaéttigten Lésungsmittels in 
der Hitze zu losen versucht. In gesdttigtem Na-Salicylat bis auf kleine gela- 
tinédse Teilchen gelést. Die Lésung enthielt 0,7 %ig. EiweiB (Kjeldahl), war 
sehr viskos und schwer filtrierbar. Anormales Verhalten bei der optischen 
Drehung (s. oben). Die Lésung ist mit Wasser auf das 10 bis 20fache ver- 
diinnbar, zum Unterschied von der Na-Salicylatlésung der Schwefelsaure- 
flockung, die sich beim Verdiinnen mit Wasser auf das Doppelte, triibt. 
und bei weiterem Verdiinnen zum Teil ausflockt (vgl. auch die Léslichkeit 
der Schwefelséureflockung in verdiinnteren Lésungsmitteln). 

In gesdttigtem Na-Benzoat ist die Flockung in der Hitze wenig léslich, 
in gesdttigteem NaCNS bzw. KCNS unloslich; es bildet sich ein fester 
Klumpen. 

b) H. 11.2 %ig. Ovalbumin wurde im Wasserbad 1, bis 1 Minute erhitzt. 
hierauf ein gleiches Volumen gesittigtes Lésungsmittel zugefiigt und weitere 
5 bis 10 Minuten unter Umriihren mit einem Jenaer Glasstab im Wasserbad 
erhitzt. 

Tabelle XI. 


Ovalbuminflockung H.II: Léslichkeit in %gesiéttigten Lésungsmitteln. 





. : 2 : . <CNS, H toff, 
Lésungsmittel: | Na-Salicylat Na-Benzoat eh Na, P20, anand 


Léslichkeit | vollk. gelést wenig gelést ungelést ungelost ungelost 


Bei 5 Minuten langem Erhitzen zum Zweck der Koagulation bleibt 
auch in \4geséttigtem Na-Salicylat ein betréchtlicher Teil der Flockung 
ungelést. 


c) H. III. Verhinderung der Hitzeflockung. 2%iges Ovalbumin wurde 
nach Zusatz des gleichen Volumens des gesittigten Lésungsmittels !/, Stunde 
im Wasserbad erhitzt. Wahrend Na-Salicylat, Na-Pyrophosphat und Harn- 
stoff die Hitzeflockung vollkommen verhindern, gibt Magnesiumchlorid 
eine starke Flockung. Die mit Na-Benzoat, KCNS bzw. Formamid ver- 
setzten Proben bleiben zwar in der Hitze klar, werden aber beim Erkalten vis- 
kos und geben triibe, gallertartige Koagulate. Die mit Na-Pyrophosphat 
versetzte Probe triibt sich beim Erkalten nur wenig. 


3. Reversibilitat der Hitzeflockung (Ovalbumin ). 
a) Einfache homodrome Reversibilitat wurde nicht beobachtet. 


b) Reversibilitat der in schwacher NaOH gqelésten Flockung. H. | 
Flockung filtriert und in Wasser und wenig NaOH gelést: irreversible! 
(Dialyse). 


c) Reversibilitat der in hydrotrépen Substanzen geldsten Flockuny. 
H. I-Flockung in gesittigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel (Dialyse). 
H. I1-Flockung in 1% gesattigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel (Dialyse). 
H. III-Flockung durch 1 gesittigtes Na-Salicylat verhindert: irreversibe! 
(Dialyse); Flockung durch 14 gesattigtes Na,P,O, verhindert: irreversibe! 
(Dialyse und E. D.); Flockung durch 1 gesittigten Harnstoff verhindert : 
teilweise reversibel (Dialyse). 
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Zum Vergleich wurde auch untersucht die 

d) Reversibilitat der in der Kdlte hergestellten Mischungen: 

1 %iges Ovalbumin, ', gesittigtes Na-Salicylat: irreversibel (Dialyse), 
im Sack bleibt eine Gallerte zuriick. 

1%iges Ovalbumin, 1% gesittigtes Na-Benzoat: etwa 30°, reversibel 
(Dialyse und E. D.). 

1% iges Ovalbumin, 14 gesittigtes K CN S: sofort nach der Mischung zur 
Dialyse angesetzt; irreversibel. 

1% ig. Ovalbumin, 1% gesittigtes Na, P,O,: praktisch irreversibel (Dialyse 
und E. D.). 

1% ig. Ovalbumin, \% geséttigter Harnstoff: GroBteil reversibel (Dialyse). 


IV. Metallsalzflockungen (1°, iges Ovalbumin). 
1. Fdllungsgrenzen. 
Vorversuche: 
a) AgNO,-Flockung: 
0,0l1n AgNO, (Endkonzentration) gibt nach 24 Stunden’ keine 
Flockung; klar. 


0,02n AgNO, (Endkonzentration) gibt nach 24 Stunden minimale 
Triibung. 

0,01 n AgNO, + 0,01 n NaOH (Endkonzentration) geben sofort 
Flockung, die nach 24 Stunden quantitativ ist. 


b) CuSO,-Flockung: 2cem 2% iges Ovalbumin wurden mit 1 cem 
0,04n NaOH versetzt und hierauf 1 ccm 0,04n CuSO, zugefiigt (End- 
konzentration ; n/100 CuS O,, n/100 NaOH). Sofort betrachtliche Flockung, 
die sich nach einigem Stehen absetzt und nach 24 Stunden vollstandig ist. 


c) Al-Sulfatflockung: 2 cem 2 %iges Ovalbumin + 1 cem 0.04 n NaOH 

- leem 0,04n Al-Sulfat (Endkonzentration: n/100 Al-Sulfat und n/100 

NaOH) geben sofort eine weiBe, sich rasch absetzende Flockung, die nach 

24 Stunden unvollstandig ist. Die folgenden Tabellen geben den Zusammen- 

hang zwischen der Salz- bzw. Laugekonzentration und der Vollstandigkeit 
der Flockung wieder. 


Tabelle XII. 1° iges Ovalbumin: Ag N O,-Flockung unter Zusatz von NaOH. 





Endkonzentration Beobachtet 





AgNO, NaOH sofort nach 24 Stunden 


0,001 n 0,001 n klar klar 

0,001 0,005 minimale Trabung minimale Tribung 
0,005 0,005 sehr starke weibe Flockg.| quantitative Flockung * 
0,005 0,010 klar klar 

0,010 0,010 starke Flockung quantitative Flockung * 
0,015 0,015 sehr schwache Triibung gelblich opalesz. Losung 
0,015 0,020 gelblich opalesz. braunlich opalesz. 


0,020 0,010 starke weibe Flockung quant. schmutzig-weibe F'l.* 
0,020 0,020 gelblich opalesz. dunkelbraun opalesz. 


* Fallungsmaximum. 
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Tabelle XIII. 
1°, iges Ovalbumin: CuS O,-Flockung unter Zusatz von NaOH. 





Endkonzentration Beobachtet 


CuSO, NaOH sofort nach 24 Stunden 
0,005 n 0,001 n fast klar minimale Trabung 
0,005 0,005 starke weibe Flockung unvollstandige Flockung 
0,005 0,010 klar klar 

0,010 0,005 starke griinlich weibe Fl. (fast) quantitative Flocky 
0,010 0,010 starke blaugriine Flockung quantitative Flockung * 
0,010 0,015 minimale Triibung minimale Triibung 
0,015 0,015 z. starke milchige Flockung fast quantitative Flockung 
0,020 0,020 maBige milchige Flockung ziem]. starke unvollst. !' 


* Fallungsmaximum. 
Tabelle X1V. 


1°,iges Ovalbumin: Al-Sulfatflockung unter Zusatz von NaOuH. 





Endkonzentration Beobachtet 


Al NaOH 


sofort nach 24 Stunden 
0,001 n 0,001 n klar klar 

0,001 0,005 ‘ * 

0,002 0,005 starke milchige Tribung  unvollstandige Flockung 
0,003 0,005 . ” “ - 
0,603 0,010 klar schwache Opaleszenz 
0,005 0,005 minimale Flockung sehr schwache Flockuny 
0,005 0,008 starke Flockung zieml. vollstand. Flockuny 
0,005 0,009 * ; fast quantitative Flockung 
0,005 0,010 . ‘ (fast) ‘ ‘ . 
0,005 0,011 mabige Flockung unvollstandige 

0,005 0,012 schwache unvollst. milchige 

0,007 0,010 miabige ‘ unvollstandige Flockung 
0,008 0,010 _ - > . 
0,009 0,010 schwache,. . e 
0,010 0,010 maBige . maBige unvollst. 

0,011 0,010 sehr schwache Flockung schwache Flockung 
0,012 0,005 a in ¥ ig * 

0,020 0,010 klar klar 


* Maximale Flockung: doppelt so hohe NaOH- als Al-Sulfatkonzentration. 


2. Léslichkeit der Metallsalzflockungen in hydrotropen Substanzen. 


n/100 AgNO,-Flockung {unter Zusatz von n/100 NaOH (Endkonzen- 
tration)] wurde nach 24 Stunden filtriert und gewaschen und hierauf in 
gesittigten Lésungsmitteln in der Hitze zu lésen versucht. Beim Erhitzen 
mit gesaittigtem Na-Salicylat farbt sich die Lésung nach 2 bis 3 Minuten 
braun (von kolloidal ausgeschiedenem Ag bzw. Ag,O), wahrend sich dic 
Flockung zu festen rotbraunen Klumpen zusammenballt. Nachdem vom 


Ungelésten abfiltriert war, konnte in der Lésung nur eine minimale Menge 


EiweiB nachgewiesen werden; analog verhalten sich gesattigtes Na-Benzoat 

und KCNS, in denen die Flockung ebenfalls praktisch unléslich ist. 
n/100 CuS0O,-Flockung unter Zusatz von n/100 NaOH (Endkonzen 

tration) wurde nach 24 Stunden filtriert und wenig gewaschen. se 
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kraftigem Schiitteln lést sich die Flockung schon in der Kalte zam Teil in 
gesittigtem Na-Salicylat, Na-Benzoat und Harnstoff. Da bei den quanti- 
tativ ausgefiihrten Lésungsversuchen (fiir die optische Drehung) ein starkes 
schiitteln vermieden werden muBte, wurden im folgenden die Flockungen 
mit dem gesattigten Lésungsmittel zum gelinden Sieden erhitzt. 

1. Gesattigtes Na-Salicylat: lést bis auf kleine Teilchen. 

2. Gesittigtes Na-Benzoat: lést in der Hitze glatt, beim Erkalten 
schwache Triibung, nach 24 Stunden schwache Flockung. 

3. Gesattigtes K-Rhodanid: in der Hitze ungelést. 

4. Gesittigtes MgCl,: schwammige Masse ungeldést. 

5. Gesittigtes Na,P,O,: in der Hitze glatt gelést. 

i. Gesattigter Harnstoff: in der Hitze fast vollkommen gelést. 
. Gesaittigtes Formamid: in der Hitze scheinbar gelést, schwer 
filtrierbar, auf dem Filter bleibt griinliche Gallerte ungelést zuriick. 

Samtliche Lésungen sind mehr oder weniger griinlich gefarbt. 

n/200 Al-Sulfatflockung unter Zusatz von n/100 NaOH (Endkonzen- 
tration) wurde nach 24 Stunden filtriert und wenig gewaschen. Bei kraftigem 
Schiitteln lést sie sich schon in der Kalte zum Teil in gesattigtem Na-Salicylat 
und Na-Benzoat; in der Hitze ist die Léslichkeit nicht erheblich gréBer. 


Tabelle XV. 
Léslichkeit in der Hitze in gesattigten Lésungsmitteln. 





Na-Salicylat Na-Benzoat KCNS Mg Clo Na, P20, Harnstoft Formamid 


bis auf | fast voll- ungelést schwam- glatt Haupt- Quellung, 


kleine kommen mige gelost, menge Gallerte 
Teilchen gelost Masse schwache —_ungelost ungelost 
gelost ungelést Opaleszenz 


3. Reversibilitat der Metallsalzflockungen (1°%,iges Ovalbumin ). 
a) Einjache (homodrome) Reversibilitat wurde nicht beobachtet. 
b) Reversibilitat der in iiberschiissiger NaOH _ gelésten Metallsalz- 
llockungen. 
n/100 AgNO, + n/100 NaOH-Flockung: irreversibel (Dialyse: «juantita- 
tive Flockung). 
n/100 CuSO, + n/100 NaOH-Flockung: irreversibel (Dialyse: quantita- 
tive Flockung). 
n/100 bzw. 0,005 n Al-Sulfat + 0,01n NaOQH-Flockung: _ irreversibel 
(Dialyse). 
c) Reversibilitat der in hydrotropen Lésungsmitteln gelésten Metallsalz- 
jlockungen. 
AgN O,-Flockung in gesaéttigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel (Dialyse). 
CuS O,-Flockung |. in gesattigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel (Dialvse). 
2. in geséttigtem Harnstoff gelést: wenig reversibel (D. und 
E. D.). 
Al-Sulfatflockung 1. in gesattigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel (D. und 
E. D.). 
2. in gesattigtem Na,P,O, gelést: irreversibel (D. und 
E. D.). 
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Im Zusammenhang mit der Untersuchung der Reversibilitat: wurde: 
noch die beiden folgenden Versuche ausgefiihrt. 

Versuch 1. 4 cem 2 %iges Ovalbumin wurden mit 2 ccm.0,04n NaO}{ 
und 2 cem 0,04 n AgN O, versetzt; nach 24 Stunden wurden zu der Flockun, 
ohne sie zu filtrieren, 2 cem 0,04n HCl zugefiigt; keine Anderung. Fin 
andere Probe wurde mit 4 ccm 0,04 n HCl, also der doppelten als aquiva 
lenten Menge, versetzt. Die Flockung lést sich bis auf eine schwacli 
Triibung, die sich nach 24 Stunden verstirkt. Diese Lésung wurde nu: 
10 Tage dialysiert; der Sack enthielt eine in der Aufsicht braunliche. i 
der Durchsicht opaleszierende Lésung, aber keine Flockung. Bei vor 
sichtiger E. D. flockt das Eiwei quantitativ aus. 

Versuch 2. Die AgNO,-Flockung wurde anstatt mit HCl, mit 3 bis 
4 cem 0,04n KCl versetzt. Es trat vollkommene Lésung ein. Nach 10 Tagen 
Dialyse quantitative Flockung. Zur Kontrolle wurde auch folgende: 
Versuch ausgefiihrt: 2 cem 0,04 n AgNO, + 4 cem H,0O geben mit 0,2 ccm 
0,04 n HCl bzw. KC] sofort eine milchige Triibung, die sich bald zu Flocken 
zusammenballt, mit 2 cem 0,04 n H Cl bzw. KCl sofort eine starke Flockung. 
Bei obigen Versuchen wirkt das EiweiB als Schutzkolloid, so daB das Chlo: 
silber nicht ausfallt, sondern kolloidal verteilt bleibt. 


V. Optische Drehungen. 
1. Pures Ovalbumin verschiedener Konzentration. 


(Sol IT.) 
Tabelle XVI. 





1 9 . | 4 0 . 
ja cs eg aes : 3R° 38° (39°) 40° 


» 


Die Messungen wurden mit den entsprechenden Lésungen (0,5, 1, 2 
und 4°) ausgefiihrt und der gefundene Drehungswinkel auf 1 g Eiweil) 
pro lcem Lésung und 1 dm Schichtlange umgerechnet. Die so erhaltenen 
Werte fiir die spezifische Drehung sind in der Tabelle angegeben. Bei 
gleicher Schichtlange ist der gemessene Winkel proportional der Kon 
zentration der EiweiBlésung. Soll und IJ gaben den gleichen Wert fii 
[21% 0 37 bis 38° links. 

2. Optische Drehung der in der Kdilte hergestellten Mischungen : 

1 °oiges Ovalbumin, 1 gesdttigte Lésungsmittel (Endkonzentration ). 

Verhalten der Mischungen: 

Harnstoff, NagP,Q, und Mg(Cl,: klar. 

Na-Salicylat gibt nach 3 bis 4 Stunden Triibung unter Zunahme der Visko 
sitat; nach 24 Stunden stark getriibt, Gallerte. 

Na-Benzoat, zunachst klar, nach 24 Stunden schwache Triibung, nach 
3 Tagen maBige Triibung, nach langerem Stehen (8 bis 14 Tagen) 
stark getriibte Callerte. 

K-Rhodanid gibt sofort Triibung, die sich rasch verstaérkt; nach weniger 
Stunden starke Flockung. Die Probe mu8 sofort nach der Mischung 
gedreht werden, da sonst das Gesichtsfeld zu dunkel ist. 
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Formamid gibt sofort starke Triibung; viskos, nach kurzem Stehen starke 
Flockung. Beim schwachen Erhitzen wird die Fliissigkeit fast klar 
und leichter beweglich, flockt aber beim Erkalten wieder aus. 


Tabelle XVII. 


1 %iges Ovalbumin, 1, gesattigte Lésungsmittel (Endkonzentration). 





— i Na- Na- .. D> ot Awe , . . 
Losungsmittel : Salicylat Benzoat Na,gP.O;) MgCl. KCNS _— Harnstoff | Formamid 
i oe : : i é é 37 Trab, 

200 - 
viskos 


Die Lésungen 1° iges Ovalbumin, 1/,geséttigtes Na-Benzoat bzw. 
Na-Salicylat wurden mehrere Tage stehengelassen. Bei schwachem Er- 
wairmen verschwindet die Triibung, die Lésung wird wieder diinnfliissiger 
und halt sich wochenlang fast unveraindert. Bei einem anderen Versuch 
wurden die gallertartigen Proben mit dem gleichen Volumen gesattigter 
KCl-Lésung versetzt; nach 12 Stunden setzen sich die Flockungen ab 
(dariiber klare Fliissigkeit). Die Flockungen gaben (siehe Anhang) keine 
Nitroprussidreaktion. Versetzt man die CGallerten statt mit dem Salz, 
mit dem gleichen Volumen Wasser, so setzten sie sich nach 48 Stunden 
noch nicht ab, wohl aber nach 3 Tagen. 

4°%iges Ovalbumin gibt mit dem gleichen Volumen gesittigtes Na- 
Salicylat schon nach 2 Minuten Callerte. 


Tabelle XVIII. 


Wechselnde Konzentration der hydrotropen Substanz. 





Lisungs- { 1 °/9iges Ovalbumin, 1,04 °/,iges Ovalbumin, 1,26 °/, iges Ovalbumin, 
mittel | ! 9 ges&tt. Na-Salicylat 34 gesitt. Na-Salicylat ganz ges. Na-Salicylat 


(e]P,- - 37° 37° (380) 
e. 





Lisungs- { 1°/,iges Ovalbumin , 115° ,iges Ovalbumin, 
mittel | '/, gesattigter Harnstoff ganz gesittigter Harnstoft 


_ ore 37° 9° 
pe 


}. Optische Drehung der in hydrotropen Substanzen gelésten Alkoholjlockung 
(1 %Qiges Ovalbumin ). 


2% iges Ovalbumin wurde mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt. 
die quantitative Flockung nach 48 Stunden filtriert, mit wenig Wasser 
gewaschen und in der Hitze in den gesattigten Lésungsmitteln gelést. 

a) Die Lésung der Flockung in gesiéttigtem Na-Salicylat enthielt 
0.777% EiweiB (Kjeldahl). Gemessen wurde x 0,21°; auf Ig Eiweil 
pro leem Lésung umgerechnet: ia}. ae. 

b) Gesattigte Harnstofflésung lést die Flockung vollstandiz. 
dD 3g° 
% 39°, 
(212, 


In gesaittigtem Na-Benzoat, MgCl,, Na-Pyrophosphat und Formamid 
ist die Alkoholflockung unléslich. 
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4. Optische Drehung der in hydrotropen Substanzen gelésten Hitzeflockw 
(Ovalbumin ). 


a) H.J. Hitzeflockung filtriert und in hydrotropen Substanzen gelés' 
2° ,iges Ovalbumin wurde 4/, Stunde im Wasserbad koaguliert, filtriert 
und in gesattigten Lésungsmitteln in der Hitze zu lésen versucht. Di 
Lésung der klockung in gesiéttigtem Na-Salicylat zeigte bei der Messuny 
der spezifischen Drehung zuniéchst ein anormales Verhalten; indem sic 
beim Drehen des Réhrchens um seine Achse in jeder Stellung eine andere 
Ablesung ergab. Das ging soweit, daB aus der Linksdrehung eine Recht 
drehung wurde. Erst nach wiederholtem Filtrieren gelang es, fiir [x] einen 
konstanten Wert zu erzielen. Mit dieser filtrierten Lésung wurden dam 
die Stickstoffbestimmungen ausgefiihrt. Im iibrigen war die Lésung ein 
klare, schwach gelbe Fliissigkeit, die nur schwachen Tyndalleffekt zeigt: 
Kjeldahl: 0,6894°%, EiweiB. Gemessen wurde « = 0,249, auf 1g Eiweils 
pro lecem Lésung umgerechnet: 

[x]? , 35°. 


b) H.1dI. Flockung unfiltriert in ‘,gesattigter Substanz  geldst 
2°,iges Ovalbumin wurde 2 Minuten im Wasserbad koaguliert, zu de: 
Flockung, ohne sie zu filtrieren, ein gleiches Volumen gesattigtes Lésungs 
mittel zugefiigt und weitere 5 Minuten im Wasserbad erhitzt. Lésung de: 
Flockung in !, gesittigtem Na-Salicylat (Endkonzentration): 


I 
[x]? = 38°. 


In Na-Benzoat, KCNS, MgCl,, Na,P,O,, Harnstoff und Formamid 
lésen sich die k lockungen nicht bzw. minimal (Na-Benzoat). 

c) H.III, Hitzeflockung verhindert. 2° iges Ovalbumin wurde mit 
dem gleichen Volumen gesattigten Lésungsmittels versetzt und !/, Stunc: 
im Wasserbad erhitzt. 

Tabelle XIX. 
Verhinderung der Hitzeflockung durch 14 gesattigte hydrotrope Substanzen 
(Endkonzentration). 





Lisungsmittel Na-Salicylat Na-Pyrophosphat Harnstoff 


ES 37° 50° 75° 
La} yo ’ 

MgCl, verhindert die Flockung nicht; Na-Benzoat, KCNS und 
Formamid geben beim Erkalten triibe gallertartige Koagulate, in deren 
Filtrat nur wenig EiweiB nachweisbar ist. Die mit Na-Pyrophosphat ver- 
setzte Probe triibt sich beim Erkalten schwach, ist aber drehbar. 


Tabelle XX. 
Verhinderung der Hitzeflockung durch ganz- bzw.*/,gesattigte Losungsmitte! 





1,26 °/,iges Ovalbumin, | 1,045 °/) iges Ovalbumin, 1,15°/,iges Ovalbumin 
gesiittigtes Na-Salicylat | 3/, gesitt. Na-Salicylat gesittigter Harnstoft 


Lisung -- - 
[<}>, eae Nicht drehbar 38° 105° 
5. Optische Drehung der in hydrotropen Substanzen gelésten Sdureflockung: 
(1 %iges Ovalbumin ). 
a) 0,2n H,SO,-Flockung (Endkonzentration): Die Flockung wuri 
nach 48 Stunden filtriert, mit wenig Wasser gewaschen. Eiweibgehalt 





im } 
enth 
Kiwe 
Harn 
Kiwe 
unge 


nicht 
l 
24 St 
sattis 
(Kjell 


a 
Flock 
Loésur 
l 


O 
dunke 

b, 
Flock 
mit w 
mittel 
l. 
enthal 


in gesé 


Elric 
ote 


VE 


Ari 


) mit 
nice 


una 
leren 
ver- 


‘ittel 


umi 
stofl 


nie t] 


vurce 
ehalt 


Kolloide und konstitutive Anderungen von Proteinen. I. 421 


im Filtrat 0,19. Die Lésung der Flockung in gesiittigtem Na-Salicylat 

enthalt 0,665°, EiweiB (Kjeldahl). Gemessen wurde 0,13°; auf 100°, 

KiweiB umgerechet : [x]? , 20°. Die Lésung der Flockung in gesattigtem 
20 


Harnstoff enthalt etwa 0,7 °, EiweiB: 10°, der urspriinglich vorhandenen 
EiweiBmenge im Filtrat, 20% der Flockung in gesattigtem Harnstoff 
ungelést. Gemessen wurde « 026°. 
D 270 
(x) 0 37°. 
Na-Benzoat, MgCl,, Na-Pyrophosphat, Formamid lésen die Flockung 
nicht. 
b) 0,1n Trichloressigsdureflockung: Die Flockung wurde nach 
24 Stunden filtriert, mit wenig Wasser gewaschen und in der Hitze in ge- 
sittigtem Na-Salicylat gelést. Die Lésung enthielt 0,9231°, Eiweib 
(Kjeldahl). Gemessen wurde « = 0,37°. 
D 0 
[x] 41°. 


6. Optische Drehung der in hydrotropen Substanzen gelésten Metallsalz- 
flockungen (1° ,iges Ovalbumin). 

a) 0,0In CuSO, 0,01n NaOH-Flockung (Endkonzentration): Die 
Flockung wurde nach 24 Stunden filtriert, gewaschen und in gesattigten 
Lésungsmitteln in der Hitze zu lésen versucht. 

1. Die Na-Salicylatlésung der Flockung enthalt 0,6171°, Eiweif. 

Gemessen wurde: «x = 0,21°. 
[x]? 34°. 
2. Die Na-Benzoatlésung ist nicht drehbar, da sie triib ist. 
. Na-Pyrophosphat lést glatt. 


[x], = 36°. 


. MgCl, und Formamid lésen nicht. 
Harnstoff lést praktisch vollkommen. 

D — 36° 

[x]? 36°. 

Obwohl im 5 cm-Rohr gemessen wurde, war das Cesichtsfeld sehr 
dunkel. 

b) 0,005n Al-Suljat, 0,01n NaOH-Flockung (Endkonzentration). Die 
Flockung wurde nach 24 Stunden filtriert (Filtrat praktisch eiweiBfrei), 
mit wenig Wasser gewaschen und in der Hitze in gesattigten Lésungs- 
mitteln gelést. 

1. Die Lésung der Al-Sulfatflockung in geséttigtem Na-Salicylat 
enthalt 0,5634°, EiweiB (Kjeldahl). Gemessen wurde « 0,20°, 

D — 36° 
[xr 36°. 


2. Na-Benzoat lést praktisch vollkommen. 
D . 20 
[x10 36°. 


. Na-Pyrophosphat lést glatt; schwach opaleszente Lésung. 


D = 37°, 
[x }%o 37 


Harnstoff, Formamid und Magnesiumchlorid lésen nicht. 


c) 0,01n Silbernitrat, 0,01n NaOH-Flockung lost sich in der Hitze 
gesittigtem Na-Salicylat fast nicht. 
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C. Versuche mit 1°,igem Seralbumin. 
I. Flockung durch Siuren. 
1. Fdllungsgrenzen. 

H Cl-Flockung: 0,05 bis 0,5 n HCl bleiben auch nach 24 Stunden kla: 
n HCI: zunachst klar, nach 24 Stunden schwache, kérnige Flockung, nac} 
4 Tagen fast vollstandige Flockung. 3n HCI: gibt sofort starke Flockung 

H,S0,-Flockung: 0,05 bis 0,5 nH, 8 O,: nach 24 Stunden klar. n H,SO,: 
nach 4 Wochen klar; erst 3n H,SO, gibt nach 24 Stunden Flockung, di 
sich nach 4 Tagen wesentlich verstarkt. 

Die Flockung durch HCl bzw. H,SO, beim Seralbumin ist, abgesehen 
von dem hohen Schwellenwert, von der beim Ovalbumin wesentlich ver 
schieden. Wahrend bei diesem Triibungen auftreten, die sich verstarke 
und in Flockungen oder gallertartige Koagulate iibergehen, scheiden sicl 
beim Seralbumin in der klaren Fliissigkeit am Boden der Eprouvette 
Flocken von kérnigem Aussehen ab. 

Trichloressigsdureflockung: 0,1 n CC1,COOH gibt sofort eine Triibung. 
nach 48 Stunden eine stark opaleszierende, viskose Lésung (gallertartig) 
0.5n CCLCOOH gibt sofort eine quantitative, rasch sich absetzende 
Flockung. 


2. Flockung eines mit Sdure versetzten 1° igen Seralbumins durch 
{ olf 
Na-Salicylat bzw. Alkalisalz der Sdure. 


Zusatz von 0,05 n Schwefelséure: Nach 24 Stunden wurde zu 2 ccm 
klarer Schwefelséure-EiweiBlésung 0,1 cem n Na-Salicylat zugefiigt. E- 
entstand sofort eine quantitative Flockung. Kontrollversuch: 1 cem 0,1 1 
H,SO, + lecem Wasser + 0,1 cem n Na-Salicylat: klar. 

Nach 24 Stunden wurde zu 2ccm Sdaure-EiweiBmischung 0,1 cem 
n Na-Sulfat zugesetzt, wobei keine Flockung auftrat (klar). 

Zusatz von 0,05 n HCl: Nach 24 Stunden gaben 0,1 cem n Na-Salic ylat 
zu 2cem Saure-Eiwei®8 zugefiigt quantitative Flockung. Kontrollversuch 
leem 0,1n HCl + leem H,O + 0,1 cem n Na-Salicylat geben erst nach 
1 Stunde diinne Nadeln von Salicylsaure. 

0,leem n KCl zu 2cem Séure-EiweiB nach 24 Stunden zugefiigt. 
geben keine Flockung (klar). 

Zusatz von 0,15 n Essigséure: Nach 24 Stunden wurden zu 2 cem de 
klaren Saure-EiweiBmischung zugefiigt: 1. 0,1 cem n Na-Salicylat: e- 
entsteht sofort eine Flockung (schwacher als beim H Cl- und H,S O,-Eiweil ) 
Kontrollversuch ohne EiweiB: negativ. 2. 0,lcem n (auch gesattigtes 
Na-Acetat: nach 24 Stunden keine Flockung (klar). 


3. Léslichkeit der Sdureflockungen (1%iges Seralbumin) in hydrotropen 
Substanzen. 


Die n HCl- und 3n H,SOgFlockung (Volumen nach Saurezusatz 
8cem) wurde nach 48 Stunden filtriert und ungewaschen in 2 ccm ge 
sittigtem Na-Salicylat bei schwachem Erwirmen glatt gelést, und zwa: 
wesentlich leichter als die entsprechenden Flockungen beim Ovalbumin 
Gesittigtes Na-Benzoat lést weniger gut, gesattigtes K-Rhodanid nicht 
merklich. 


Die n/2 Trichloressigsdureflockung wurde nach 20 Minuten filtriert. 


mit wenig Wasser gewaschen, wobei leicht ein Teil durchs Filter geht 
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Hierauf wurde sie in gesattigtem Na-Salicylat zu 1°, Eiwei®B glatt gelést. 
indem 1 Minute zum gelinden Sieden erhitzt wurde. 


4. Reversibilitat der Sdureflockungen. 


a) Reversibilitat nach Lésung in Lauge. n HCl-Flockung. Die Flockung 
wurde nach 10 Tagen filtriert (Filtrat wenig eiweiBhaltig; Esbach-Reagens). 
Beim Waschen auf dem Filter lést sich die Flockung bis auf eine schwache 
Triibung. Auf tropfenweisen Zusatz von 0,04n NaOH Klarung. Nach 
achttagiger Dialyse im Sack betrachtliche Flockung, nach vorsichtiger 
E. D. enthalt die Lésung nur wenig EiweiB (etwa 10 °% reversibel, d. h. 10%, 
des in der Flockung enthaltenen EiweiBes kénnen nach Entfernung der 
Elektrolyte als Sol zuriickerhalten werden). 

3n H2SO,-Flockung: Die Flockung wurde nach 10 Tagen filtriert 
(Filtrat betrachtlich eiweiBhaitig; Ksbach). Beim Waschen mit Wasser 
geht sie zum Teil in Lésung (schwerer als die HCl-Flockung). Der un- 
geléste Teil wurde vom Filter getrennt und in das Waschwasser eingetragen. 
Nach 24 Stunden hat sich die Flockung bis auf eine schwache Triibung 
gelést, die sich in wenig NaOH klart. Nach 6 Tagen D. fast quantitative 
Flockung, bei E. D. andert sich nichts. Die Lésung enthalt noch ganz 
wenig Eiwei8 (héchstens 10 reversibel). 

0,5 n Trichloressigsdureflockung: Die Flockung wurde nach 24 Stunden 
filtriert, ganz wenig gewaschen und in H,O + NaOH klar gelést. Nach 
8 Tagen Dialyse teilweise Flockung; nach E. D. etwa 25° reversibel. 

b) Reversibilitat der in hydrotropen Substanzen gelésten Sdureflockungen. 
HCl-Flockung in gesattigtem Na-Salicylat gelést: wenig  reversibel. 
H,SO,-Flockung in gesittigtem Na-Salicylat gelést: praktisch irreversibel. 
CClLCOOH-Flockung in gesattigtem Na-Salicylat gelést: etwa 25% 
reversibel. 

Vor der Dialyse: 2,5cem 0,8°%,iges Seralbumin. Nach der Dialyse 
und E. D.: 5cem 0,1 %iges Seralbumin. 

Zum Vergleich wurde auch die 

c) Reversibilitat von in der Kdilte mit hydrotropen Substanzen gesdttigtem 
Seralbumin untersucht. Etwa 1 °jiges Seralbumin, gesittigtes Na-Salicylat : 
praktisch reversibel (D. und E. D.). Etwa 1 °,iges Seralbumin, gesattigter 
Harnstoff: praktisch reversibel (Dialyse). 


Il. Alkoholflockung. 
1. Fdllungsversuche. 
Saure-EiweiB: Alkoholflockung. 


Zusatz von HCl. Je 2cem 2% iges Seralbumin wurden mit 2 ccm 
0.8 n HCl versetzt und nach 24 Stunden zu der klaren Lésung 2, 4, 8 bzw. 
10cem Alkohol zugefiigt, wobei auch nach weiteren 24 Stunden keine 
Flockung (Triibung) auftrat. (Alkoholendkonzentrationen: 31,7, 47,5, 
63,3 und 67,8°,.) Bei weiteren Versuchen wurden je 2 ccm 2 %iges Ser- 
albumin mit 2cem 0,2n, n bzw. 2n HCl versetzt. Die beiden ersten 
Proben waren nach 24 Stunden klar, die letztere zeigte schwache Flockung. 
Auf Zusatz von 2, 4, 8, 10 cem Alkohol blieb die Lésung auch nach 
24 Stunden klar, bzw. bei dem mit 2n HCl versetzten Eiweil verstarkte 
sich die Flockung nicht. 
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Zusatz von H,SO, 2cem 2% iges Seralbumin wurden mit 2 cen 
n H,SO, versetzt und nach 24 Stunden die klare Lésung versetzt mit 
a) 4cem Alkohol: klar (auch nach 24 Stunden); b) 10 cem Alkohol: sofor: 
Flockung (unvollkommen). 

2cem 2° iges Seralbumin wurden mit 2cem 2n H,SO, versetzt 
Nach 24 Stunden wurde die klare Lésung versetzt mit: 1. 8 cem Alkoho! 
fast klar; 2. 10 cem Alkohol: allmahlich Flockung; 3. 20 cem Alkoho! 
sofort starke, nach 24 Stunden quantitative Flockung (Esbach). K,FeCy, 
gibt bei Gegenwart von Alkohol selbst eine Fallung, da es in diesen 
sechwer léslich und ist daher zum EiweiBnachweis nicht geeignet. 


2. Léslichkeit der Alkoholflockung (Seralbumin) in hydrotropen Substanzen 

a) Pures EiweiB, Alkoholflockung: Gleiche Teile 2° ,iges Seralbumin 

und Alkohol. Nach 3 Tagen wurde die quantitative Flockung filtriert und 

ungewaschen in gesattigten Lésungsmitteln in der Hitze zu lésen versucht. 
Tabelle XNXJ. 


Loslichkeit der puren Alkoholflockung in Hydrotropen (1 °,iges Seralbumin). 





, wiceiatdaiel | — ee Na-Benzoat, Magnesium- Harnstoff, 
Licungemittel - \ Na-Salicylat Na-Pyrophosphat chlorid Formamid 
Léslichkeit . . | bis auf kleine Hauptmenge ungelost sofort glatt 

glasigeTeilchen ungelost gel st 


gelost 


b) Sdureeiweif-Alkoholflockung: 5cem 2° ,iges Seralbumin wurden 
mit 5cem n H,SO, versetzt, nach 24 Stunden mit 50 cem Alkohol quan 
titativ geflockt, nach weiteren 24 Stunden filtriert und ungewaschen in 
10 cem gesittigtem Na-Salicylat bis auf kleine Teilchen in der Hitze gelést 


3. Reversibilitét der Alkoholflockung (Seralbumin ). 
a) Einfache Reversibilitaét und solche mit Alkali. 

Pure EiweifB-Alkoholflockung. 5 cem 2°%iges Seralbumin wurden mit 
2cem Alkohol geflockt, die Flockung nach 3 Tagen filtriert und in 5 cem 
Wasser eingetragen, worin sie sich bis auf eine minimale Triibung léste. 
Nach 5 Tagen Dialyse schwache Flockung. Bei einem anderen Versuc! 
wurden 4 cem | °,iges Seralbumin mit 8 cem Alkohol versetzt, die Flockung 
nach 24 Stunden filtriert und in 4 cem Wasser eingetragen, worin sie sich 
fast klar léste. Auf Zusatz von wenig NaOH vollstandige Klarung. Nach 
8 Tagen Dialyse schwache Flockung, bei E. D. unverandert. Bei einem 
dritten Versuch wurden schlieBlich 5 cem 1 “,iges Seralbumin mit 25 cem 


Alkohol geflockt, die Flockung nach 2 Tagen filtriert und in 5 cem Wasser 
fast klar gelést. Bei fiinftaégiger Dialyse flockte ein kleiner Teil aus. Die 


Flockung ist 80 bis 90°, reversibel. Die Reversibilitét nimmt mit zu 
nehmender Alkoholkonzentration ab. 


SdureeiweiB-Alkoholflockung. 2 cem 2°,iges Seralbumin wurden mit 
2cem n H,SO, versetzt, nach 24 Stunden mit 10 cem Alkohol geflockt. 
nach weiteren 24 Stunden filtriert und in 4 cem Wasser eingetragen: die 
zunachst schwach milchig getriibte Lésung ist nach 24 Stunden fast klar. 
Bei Wiederholung des Versuchs wurden 20 cem der SéureeiweiSmischung 
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nach 24 Stunden mit 50 cem Alkohol versetzt. Zunachst Triibung, nach 
10 Minuten starke Flockung, die filtriert wurde. Das Filtrat enthielt 0.5 °, 
KiweiB. Die Flockung wurde nun in Wasser + NaQH zu 10 cem glatt 
klar gelést. Nach 5 Tagen Dialyse war die Fliissigkeit im Sack klar, bei 
E. D. trat schwache Flockung ein. Die restierende Lésung (10 cem) war 
0.3% ig, die Ausgangslésung vor der Dialyse: 10 cem 1° ig. Es sind also 
30°, des geflockten EiweiBes reversibel. 

Bei einem dritten Versuch wurden 10 cem der Saéureeiweiblésung nach 
24 Stunden mit 50 ccm Alkohol geflockt, die Flockung nach 24 Stunden 
filtriert und in 10cem Wasser eingetragen; zunachst starke Triibung, 
nach 4 Tagen nur mehr schwache Opaleszenz, die auf Zusatz von 2 Tropfen 
).04n NaOH verschwindet. Nach 6 Tagen Vordialyse betrachtliche Flockung, 
nach E. D. enthielt die Lésung nur wenig Eiwei8: etwa 10°, reversibel. 


b) Reversibilitat der inhydrotropen Stoffengelésten Flockung. 

Pure Alkoholjlockung: Gileiche Teile 2 °,iges Seralbumin und Alkohol. 
Flockung gelést in gesattigtem Na-Salicylat: fast vollkommen reversibel 
Dialyse und E. D.); in gesattigtem Harnstoff: fast vollkommen reversibel 
(Dialyse). 

Sdureeiweifh-Alkoholflockung: 5cem 2°%iges Seralbumin + 5ecem = n 
H,SO, nach 24 Stunden mit 50 cem Alkohol geflockt und in gesiattigtem 
Na-Salicylat in der Hitze gelést: etwa 10%, reversibel (Dialyse und E. D.). 


II. Hitzeflockung (Seralbumin). 
1. Ausfiihrung der Hitzeflockung. 

a) H.JI. 2% iges Seralbumin wurde !/, bis 1 Stunde im Wasserbad 
erhitzt. Bei kiirzerer Dauer des Erhitzens (z.B. '/, Stunde) ist das 
Koagulat nicht filtrierbar, erst nach etwa !/, Stunde ballt es sich zu 
Flocken zusammen und geht nicht mehr durchs Filter. Umriihren mit 
einem Glasstab begiinstigt die Aggregation der Teilchen. Bei einem 
anderen Versuch wurde 1° iges Seralbumin 1'/, Stunde im Wasserbad 
erhitzt und die milchige Flockung 24 Stunden stehengelassen. Nach 
dieser Zeit hat sie sich nicht abgesetzt und ist nicht filtrierbar. Bei Wieder- 
holung des Versuchs wurde 1/, Stunde erhitzt, bis sich das Koagulat zu 
Flocken zusammenballte und klar filtrieren lie. 

b) H. II. und c) H. IIT. wie beim Ovalbumin beschrieben ist. (Vgl. 
auch weiter unten: Léslichkeit in hydrotropen Substanzen !) 


2. Léslichkeit in hydrotropen Stoffen. 


a) H.I. 2% iges Seralbumin wurde !/, Stunde im Wasserbad koa- 
guliert, die Flockung filtriert und in gesittigtem Na-Salicylat in der 
Hitze zu lésen versucht. Hauptmenge in Form gallertartiger Teilchen 
ungelést. Uberschu8 an Salicylat erhéht die Léslichkeit nicht. Ebenso 
verhalt sich koaguliertes 1 °,iges Seralbumin. 


b) H. II. 2° ,iges Seralbumin wurde !/, bis | Minute im Wasser- 
had koaguliert, hierauf ein gleiches Volumen gesittigtes Lésungsmittel 
zugesetzt und 5 bis 10 Minuten weiter im Wasserbad erhitzt. 

Na-Salicylat lést in | Minute glatt. 


Na-Benzoat: beim kurzen Erhitzen lést sich das milchige Koagulat, 
zum Teil; weiteres Erhitzen vervollstandigt die Léslichkeit nicht, es tritt 
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im Gegenteil starke Flockung ein. Insgesamt wurde 10 Minuten erhitzt jo 


y 

Hierauf wurde vom Ungelésten abfiltriert. Das Filtrat enthielt ganz wen. = 
EiweiB (weniger als 1°/ 99). | ig 

Magnesiumchlorid lést nicht. . - 

Na-Pyrophosphat lést nicht; die Flockung ballt sich zu einem schwan é 
migen Klumpen zusammen. 

Harnstoff lést nach 4 Minuten glatt. 

Formamid lést in 1 Minute klar. 

ce) H. III. Verhinderung der Hitzeflockung durch 1, gesattigte hydro- . 


trope Substanzen. 2° iges Seralbumin wurde mit dem gleichen Volumen 
gesittigter Substanz versetzt und 1/, Stunde im Wasserbad erhitzt 
Na-Salicylat, Na-Benzoat, Na,P,0,, Harnstoff, Formamid und auch 
MgCl, verhindern die Hitzeflockung vollkommen (Unterschied von Oy ] 


albumin und Pseudoglobulin). — 
End! 
3. Reversibilitat der Hitzeflockung (Seralbumin ). Ag Nt 

a) Einfache Reversibilitat konnte nicht festgestellt werden. 

b) Reversibilitat mit schwachem Alkali. Versuch 1. Teem 2 %iges 0.00 
Seralbumin wurde !,, Stunde koaguliert (H.1), filtriert und in H,0 heer 
+ NaOH zu I4cem klar gelést. Nach 5 Tagen Dialyse schwache OOLE 
Triibung, bei E. D. Flockung. Die iiberstehende Lésung war schwacl OO18 
eiweiBhaltig; etwa 10 bis 20°, reversibel. 0,020 

Versuch 2. 7ecem 1% iges Seralbumin wurden ?/, Stunde koa- 0,020 
guliert (H.1), filtriert und die Flockung in 14cem H,O + NaOH klar 0,025 
gelést. Nach 5 Tagen Dialyse starke Triibung, nach E. D. war die restierende * 
Lésung noch betrachtlich eiweiBhaltig; 40 bis 50% reversibel. 

c) Reversibilitat der in hydrotropen Stoffen gelésten Hitzeflockung. H. 1. 

1 bzw. 2% iges Seralbumin 1/, Stunde koaguliert und filtriert. Die 10 
Flockung ist in geséttigtem Na-Salicylat fast unldéslich. eres. 

H.1II, 2% iges Seralbumin wurde im Wasserbad koaguliert, hieraut Endk: 
mit dem gleichen Volumen gesattigter Substanz versetzt und weitere - = 
5 bis 10 Minuten erhitzt. 1/, Stunde koaguliert: Flockung in !,ge- Al-Sult 
sittigtem Na-Salicylat gelést; etwa 40 bis 50% reversibel. Der Versuch 0,001 
wurde wiederholt, indem nur 1 Minute koaguliert wurde; 50 bis 60°, 0,002 
reversibel. Bei beiden Versuchen trat bei der Vordialyse teilweise Flockung 0.003 
ein, darauffolgende E. D. ergab keine wesentliche Anderung. Das 1 Minute 
koagulierte 2°%ige Seralbumin erwies sich dagegen bei Lésung in 1, ge 0,004 
saittigtem Harnstoff als fast vollkommen reversibel (Dialyse). pn 

H.III. Verhinderung der Hitzeflockung: 2% iges Seralbumin wurde roel 
mit dem gleichen Volumen gesattigtem Lésungsmittel versetzt und 0.009 
1’, Stunde im Wasserbad erhitzt. Hitzeflockung verhindert durch 0,010 

1, gesiittigtes Salicylat: 80 bis 90% reversibel (Dialyse und E. D.). 0,010 
l, gesattigten Harnstoff: gréBtenteils reversibel (Dialyse). 0,005 
1, geséttigtes Formamid: wenig reversibel (10 bis 20%, Dialyse). ye 

Zum Vergleich wurde auch untersucht die 0,005 

d) Reversibilitat der in der Hdlte hergestellten Lésungen: 0,005 
1%iges Seralbumin, 1/, gesattigtes, Salicylat: fast vollkommen reversibe! pn 

(D. und E. D.). 0.020 
1%iges Seralbumin, 1, gesattigter Harnstoff: fast vollkommen reversibel 0.005 
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| °.iges Seraibumin, 


versibel (D.). 


| °oiges Seralbumin, 


andert). 
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l,gesattigtes Formamid: ziemlich vollkommen re- 


l,gesattiges KCNS bzw. Pyrophosphat: ziemlich 
vollkkommen reversibel (Dialyse schwache Flockung, 


E. D.; unver- 


IV. Metallsalzflockungen. 


1. Fdllungsgrenzen. 
Niehe die folgenden Tabellen XXII, XXIIT und XXIV. 


Tabelle XXII. 


1 °ojiges Seralbumin: AgN O,-Flockung unter Zusatz von NaOH. 





Endkonzentration 


AgN Os 


0.005 n 
0,010 
0,010 
0,015 
0,015 
0,020 
0,020 
0.025 


NaOH, 


0,001 n 
0,010 
0,005 
0,010 
0,015 
0,010 
0,020 
0,010 


sofort ; 
klar 


milchige Triibung 
minimale Triibung 


starke Triabung 
minimale Triibung 
starke Tribung 


* Fallungsmaximum. 


Beobachtet 


nach 24 Stunden 


klar 
mabige Flockung 


ziemlich starke, unvollstand. Flockung 
gelbe, triibe Gallerte (quantitativ)* 


* 


quantitative Flockung * 


quantitative, milchige Flockung * 


quantitative Flockung * 


Tabelle XXIII. 


1°,iges Seralbumin: Al-Sulfatflockung unter Zusatz von NaOH. 








Endkonzentration 


Al-Sulfat | 


0,091 n 
0,002 
0,003 


0,004 
0,005 
0,007 
0,008 
0,009 
0,010 
0,010 
0,005 
0,005 
0,005 
0,005 
0,005 
0,005 
0.020 
0.020 
0,005 


“NaOH 


0,005 n 
0,005 
0,005 


0,005 
0,005 
0,005 
0,005 
0,005 
0,005 
0,010 
0.004 
0,008 
0,009 
0,010 
0,011 
0,912 
0,010 
0,020 
0,020 


sofort 


fast klar 
schwache Flockung 
maBige Flockung 


zieml, starke Flockung 
starke Flockung 
mabige Flockung 

zieml. starke Flockung 


starke Flockung 


klar 
starke Flockung 


klar 


* Fallungsmaximum. 


Beobachtet 


nach 24 Stunden 


fast klar 
schw. Flockung, triibe Flissigkeit 
ziemlich starke Flockung, tribe 
Fliissigkeit 
zieml. starke, unvolistand. Flockung 
starke, unvollstindige Flockung 
mab. Flockung, tribe Fliissigkeit 
unvollstandige Flockung 


” ” 


starke, unvollstandige Flockung 
klar 
fast quantitative Flockung * 
starke, fast vollstand. Flockung 
starke, nicht vollstand. Flockung 
starke, unvollstandige Flockung 
ziemlich starke Flockung 
fast quantitative Flockung * 
praktisch quantitative Flockung * 
schwache Triibung 
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Tabelle XXIV. 


1°.iges Seralbumin: Cu-Sulfatflockung unter NaOQH-Zusatz. 





Endkonzentration Beobachtet 


CuSO, NaOH sofort nach 24 Stunden 


0,005n 0,001 n fast klar Tribung 
0,005 0,005 starke, weibe Flockung unvolistandige Flockung 
0,005 0,010 klar klar 
0,010 0,005 starke, griinlich-weibe fast quantitative Flockung 
Flockung 
0,010 0,010 starke Flockung starke, unvollstandige Flockung 
0,010 0,015 minimale Triibung minimale Triibung 
0,015 0,015 = ziemlich starke, griinliche — fast quantitative Flockung * 
Flockung 
0,020 0,020 ziemlich starke, griinliche 
Flockung 


* Fallungsmaximum. 
2. Léslichkeit der Metallsalzflockungen in qgesdttigten 
hydrotropen Substanzen. 


a) Cu-Sulfatflockung: 1° iges Seralbumin, 0,01 n CuSO,-Flockung 
unter Zusatz von 0,005 n NaOH (Endkonzentration). Die Flockung wurde 
nach 24 Stunden filtriert, wenig gewaschen und in der Hitze in den folgenden 
gesattigten Lésungsmitteln zu lésen versucht. 

1. Salicylat, Benzoat und Harnstoff lésen in 3 bis 4 Minuten glatt 

2. Pyrophosphat und Formamid lésen sofort glatt. 


3. MgCl, lést nicht (gelber Klumpen). 


Léslichkeit der CuSO,-Flockung in !.gesattigten hydrotropen 
Substanzen. 


tf, l, gesittigtes Na,P,O,: 5 Minuten erhitzt, groBer Teil ungelést; 
die gelbbraune Lésung gibt minimale Eiwei®reaktion. 


2. \,gesattigtes Formamid lést in der Hitze scheinbar, die Lésung 
laBt sich aber nur schwer filtrieren und auf dem Filter blieb eine griinliche 
Gallerte zuriick. Das Filtrat hiervon war eiweiGfrei. 


3. \gesittigter Harnstoff: Flockung in der Hitze ungeldst. 


b) Al-Sulfatilockung. 1° iges Seralbumin, 0,02 n Al,(SO,4);, 0.02 1 
NaOH-Flockung (Endkonzentration) wurde nach 24 Stunden filtriert 
und wenig gewaschen. 


Gesattigtes Na-Salicylat, Na-Pyrophosphat. Formamid und Harn- 
stoff lésen in der Hitze glatt, Na-Benzoat lést bis auf eine schwache 
Triibung. 


ce) AgNO,-Flockung. 1 °jiges Seralbumin, 0.02 n AgN Og, 0,01 n NaOH 
Flockung nach 24 Stunden filtriert, gewaschen und in geséttigtem Na- 
Salicylat in der Hitze bis auf kleine gallertartige Teilechen gelést. 
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3. Reversibilitat der Metallsalzflockungen. 
1°,iges Seralbumin. 

a) Einfache Reversibilitat wurde nicht festgestellt. 

b) Reversibilitat mit schwachem Alkali: 

lL. 0.0in CuSO, 0,005n NaOQH-Flockung: etwa 40°, reversibel 
nach Dialyse teilweise Flockung, E. D. unverandert). 

2. 0,02 n Al-Sulfat, 0,01 n NaOQH-Flockung: etwa 50°, reversibel 
(Dialyse und E. D.). 

3. 0.02 n AgNO,, 0,01 n NaOH-Flockung: praktisch irreversibel 
(Dialyse und E. D.). 

c) Reversibilitat in hydrotropen Substanzen : 

1. 0,02 n CuSO, 0,01 n NaOQH-Flockung in gesattigtem Na-Salicylat 
gelést: 10°) reversibel (Dialyse und E. D.). 

2. 0,01n CuSO, 0,005 n NaOQH-Flockung in gesaéttigtem Harnstoff: 
teilweise (30 bis 40%) reversibel (Dialyse und E. D.). 

3. 0,02 nAl-Sulfat, 0,01 n NaOH-Flockung in gesattigtem Na-Salicylat : 
30 bis 40°, reversibel (Dialyse und E. D.). 

4. 0,02 n Al-Sulfat, 0,02 n NaOQH-Flockung in gesittigtem Harnstoff : 
teilweise (50°) reversibel (Dialyse und E. D.). 

5. 0,02 n AgNO, 0,01 n NaOH-Flockung in gesattigtem Na-Nalicylat : 
praktisch irreversibel (Dialyse). 


V. Optische Drehungen. 
TabelleXXV. 


1. Pures Seralbumin verschiedener Konzentration. 





0,5 1 


te 


(«jo .|| 55° 54° 55° 
2. 1% iges Seralbumin, ‘4gesdttigte hydrotrope Substanz. 

Gleiche Teile 2° ,iges Seralbumin und _ gesattigtes Lésungsmittel 
wurden bei Zimmertemperatur gemischt. Samtliche Lésungen sind klar 
und schwach gelb gefarbt. 

Tabelle XX Vla. 








Lisungs- | Na- Na-Pyro- K- Magnesium- 
mittel: | Benzoat phosphat Rhodanid chlorid 
Ce 55° 55" 54° 55° 
Tabelle XX VIb. 
Lésungsmittel: | Na-Salicylat Harnstoff Formamid 
- er 63° 79 (80)° 74° 


Kontrollversuche: Eine 2°,ige Rohrzuckerlésung wurde einmal mit 
dem gleichen Volumen Wasser, eine zweite Probe mit dem gleichen Volumen 
gesittigtes Na-Salicylat verdiinnt. Im ersten Falle betrug [<] 72°, 
im zweiten 71°, war also innerhalb der Fehlergrenze konstant. 
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3. Wechselnde Konzentration des Seralbumins bzw. der hydrotropen Substan 


Tabelle XX VII. 





6ceem 2°, iges Seralbumin + 6¢ ly ges. Na-Salicylat | 
Endkonz. : 1% iges - 'l, ges. e 

6ccm 1 %iges , } ges. n 
Endkonz. : 0,5 % iges ‘ 1, ges. e 

10cem 2°% iges wes. 
Endkonz. : 1,33 % iges 1, ges. 


6eem 2% iges . deem ges. ‘ 
Endkonz. : 1 % iges ') ges. ‘ 


5eem 2% iges - 15cem ges. ‘ 65 (6 
Eindkonz.: 0,5 % iges 3), ges. ‘i —? 
2% iges m. festem Na-Salicylat kalt ges. 9 
Endkonz. : 1,19 % iges gesattigtes Na-Salicylat - 
% iges . in. festem Harnstoff kalt gesatt. 114 

Endkonz. : 1,07 ° iges gesittigter Harnstoff 


Reversibilitat der spezifischen Drehung der kalt gesdttigten Lésung von fester 
Na-Salicylat in 2 %igem Seralbumin nach Entfernung des Salzes durch Dialyse. 


6cem 1,87°%iges Seralbumin wurden mit 6g festem Na-Salicylat 
versetzt; Endvolumen der geséttigten Lésung: 9,8 cem. Nach 10 Tagen 
Dialyse in einer Schleicher & Schiill-Hiilse unter Druck war die Lésung 
nur ganz schwach getriibt. Das Volumen betrug 39,0 cem, die spezifische 
Leitfaihigkeit 1,8 . 10-3 rez. Ohm, entsprechend einer Na-Salicylatnormalitit 
von etwa 1,8. 10-2 (gesattigtes Salicylat ist etwa 4n). 

Die Lésung wurde klar filtriert und ihre spezifische Drehung gemessen. 
a 0,16°. Dieser Wert. ist bezogen auf 10cm Schicht ohne Konzentrations- 
korrektur. 

Vor der Dialyse: 6 cem 1,87 %iges Seralbumin 
nach der Dialyse: 39 ,, x = os 
(x = 0,2877°%iges Seralbumin) 

Die polarisierte Lésung enthielt also 0,2877 °% EiweiB ; ihre spezifische 
0,16 
0.2877 
der bei der Volumenmessung speziell nach der Dialyse unvermeidlich ist. 
indem eine kleine Menge Lésung an der Hiilse haften bleibt, so ergibt sich 
fiir [x] der Wert 54°, der der spezifischen Drehung des puren Seralbumin- 
entspricht. Die Verinderung der spezifischen Drehung ist also im Falle des 
Salicylats reversibel, sobald man das Salz durch Dialyse wieder entfernt 


Drehung betrug 0,556°. Wenn man den Fehler beriicksicht izt. 


4. Optische Drehung der in hydrotropen Stofjfen gelésten Alkoholflockuny 
(1% iges Seralbumin ). 

Pures EiweiB.  Alkoholflockung: Gleiche Teile 2° iges Seralbumin 

und Alkohol. Die quantitative Flockung wurde nach 3 Tagen filtriert 

und in gesattigten Substanzen gelést. Harnstoff und Formamid lésen sofort 
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slatt, Pyrophosphat und Benzoat lésen wenig, Magnesiumchlorid iiberhaupt 
nicht. Na-Salicylat lést bis auf kleine glasige Teilchen. Kjeldahl: 0,8680 % 
EiweiB. Gemessen wurde «x 0,46°, auf 1 g EiweiB pro 1 cem Losung um- 
verechnet : 

[x] = 54 (53)?°. 


Die Salicylatlésung der Flockung zeigte zuerst anormales Verhalten beim 
Drehen (vgl. Ovalbumin, Hitzeflockung (H. 1) in geséttigtem Na-Salicylat). 
Tabelle XXVIII. 


| °oig. Seralbumin: Alkoholflockung in gesiéttigten hydrotropen Substanzen 
gelést. 





Lésungsmittel : Na-Salicylat Harnstoff Formamid 


illie «ss 54° 82 (1)° 54° 


1 °iges Seralbumin: Alkoholflockung nach Zusatz von 0,5 n HgSO,. 5cem 
2°,iges Seralbumin wurden mit 5cem n Schwefelséure versetzt, nach 
24 Stunden mit 25cem Alkohol geflockt. die Flockung nach weiteren 
24 Stunden filtriert und ungewaschen in 10 ccm gesiéttigtem Na-Salicylat 
in der Hitze bis auf kleine Teilchen gelést. Kjeldahl: 0,8642°, Eiweib. 
vvemessen wurde « = 0,42°; [x] 50°. Die Lésung zeigte zunichst 
anormales Verhalten beim Drehen, wie pures Seralbumin: Alkoholflockung 
in gesattigtem Na-Salicylat. 


5. Optische Drehung der in hydrotropen Stoffen qelésten Hitzeflockung 
(Seralbumin ). 
H.1: 2% iges Seralbumin 1% Stunde koaguliert, Flockung filtriert. Sie 
lést sich in gesaéttigtem Na-Salicylat in der Hitze fast nicht. 
H.II: 2% iges Seralbumin 1 Minute im Wasserbad koaguliert, hierauf 
mit dem gleichen Volumen gesittigter hydrotroper Substanz versetzt und 
5 bis 10 Minuten weiter erhitzt. 


Tabelle XXIX. 


Hitzeflockung (H.I1l) in 4gesattigten hydrotropen Stoffen gelést. 





Lisungsmittel: | Na-Salicylat Harnstoff Formamid 
fale.» +. 63° 82 (1)° 75 (6)° 


Na-Benzoat, Magnesiumchlorid und Na-Pyrophosphat lésen nicht. 


1% ig. Seralbumin: Hitzeflockung verhindert (H.111). 2° ig. Seralbumin 
wurde mit dem gleichen Volumen gesattigter hydrotroper Substanz ver- 
setzt und '/, Stunde im Wasserbad erhitzt. 

min Salicylat, Benzoat, KCNS, Pyrophosphat, Harnstoff, Formamid und 
riert auch MgCl, verhindern die Hitzeflockung vollkommen, und es _ bleiben 
fort die Lésungen auch nach dem Erkalten klar. 
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Tabelle XXX. 
Verhinderung der Hitzeflockung durch !,gesattigte Substanzen (End 
konzentration). 





Lisungs- | Na-Pyro- Magnesium- 


Na- K- 
mittel: || Benzoat Rhodanid phosphat chlorid 


Ro 


[a]mo- - | 58° ! 55 





Lisungsmittel: Na-Salicylat Harnstoff Formamid 


. ee 63° 83° 76° 

Verhinderung der Hitzeflockung durch ganz gesdttigte Substanzen 
1,19° iges Seralbumin, gesattigtes Na-Salicylat: [x] 74°. 1,07 °oiges 
Seralbumin, gesattigter Harnstoff: [x] 114°. 


6. Optische Drehung der in gesdttigtem Salicylat gelésten 0,5 n Trichloressigq- 
sdureflockung (1° ,iges Seralbumin). 

Die Flockung wurde nach 24 Stunden filtriert (Filtrat eiweiffrei), 
mit wenig Wasser gewaschen und in der Hitze in gesattigtem Salicylat 
groBtenteils gelést. Gemessen wurde « 0,52 (1)®.  Kyeldahl: 0,7995°,, 
Eiweib. 

[x] 64 (5)°. 


7. Optische Drehung der in gesdttigten hydrotropen Stoffen gelésten Metallsalz- 
flockungen (1° iges Seralbumin ). 


a) 0,01n Cu-Sulfat, 0,005n NaOH-Flockung. Die quantitative 


Flockung wurde nach 24 Stunden filtriert, mit wenig Wasser gewaschen 
und in der Hitze in gesattigten Lésungsmitteln gelést. Salicylat, Benzoat, 
Pyrophosphat, Harnstoff und Formamid lésen glatt, MgCl, nicht. 


Tabelle XX XI. 





Na-Pyro- 


phosphat Harnstoff Formamid 


Lisungs- Na-Salicylat Na-Benzoat 


mittel : 


ooo 54° 54° 54° 54° 54° 


b) 1° iges Seralbumin: 0,02 n Al-Sulfat, 0,02 n NaOH-Flockung. Die 


quantitative Flockung wurde nach 24 Stunden mit wenig Wasser gewaschen 


Gesittigtes Na-Salicylat, Pyrophosphat, Harnstoff, Formamid lésen die 


Flockung glatt, ebenso Na-Benzoat, nur ist die Lésung schwach getriibt. 


Tabelle XXXII. 





Lisungsmittel: | Na-Benzoat Na, P20, Formamid Na-Salicylat Harnstoft 


C 54° 53° 54° 57 (8)° 75 (6)° 
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Friiherer Versuch: 0,02 n Al-Sulfatflockung unter Zusatz von n 100 
NaOH in gesittigtem Na-Salicylat in der Hitze gelést. A jeldahl: 0.6570 °, 
Eiwei}. Gemessen wurde: « 0,38°, 


[x] 58°. 


D. Versuche mit i °/,igem Pseudoglobulin. 


I. Siureflockung. 
1. Fdllungsgrenzen. 


Tabelle XX XIII. Fallungsgrenzen der HCl und H,SQ,. 





HCl H,SO, 


sofort schwache Triibung zu starke Tribung 
0,5n 24 Std. starke Opaleszenz 
11 Tage — starke milchige Triibung 


” - ” 


03 {| schwache Tribung (auch nach 
ates klar \ 11 Tagen) 
sofort: starke Opaleszenz schwache Opaleszenz 
/ 24 Std.:  starke milchige Triibung starke Opaleszenz 
| 4 Tage: starke Flockung milchige Flockung, geht trib 
quantitativ durchs Filter 


15n 48 Std. — st. filtrierbare Flockung 


nil 


Tabelle XXXII la. 


1 °.iges Seralbumin: Flockungsversuche mit Trichloressigsaure. 





Endkonzentration Sofort Nach 48 Stunden 


0.1n CCLCOOH minimale Tribung milchige, stark viskose Fliissigkeit 


0,5n CCl,COOH starke Flockung quantitative Flockung neben 
klarer Fliissigkeit 


2. Léslichkeit der Sdureflockungen in H ydrotropen. 


a) n HCl-Flockung wurde nach 5 Tagen filtriert (Filtrat eiweiffrei). 
mit wenig Wasser gewaschen und in gesittigtem Na-Salicylat in der Hitze 
zum groBen Teil gelést (schwerer léslich als die HCl-Flockung beim Ser- 
albumin). In gesiattigtem Na-Benzoat ist die Flockung etwas schwerer 
léslich (schwach getriibte Lésung), in gesittigtes Na- bzw. KCNS praktisch 
unléslich. n Salicylat und Benzoat lésen nicht. 

b) 15n H,gSO,-Flockung nach 48 Stunden filtriert, gewaschen und 
in gesittigtem Salicylat unter schwachem Erhitzen gelést. In gesattigtem 
Benzoat ist sie schwerer léslich (starkeres und langeres Erhitzen erforderlich), 
in gesittigtem Rhodanid praktisch unldéslich. 

ec) 0.5n CCLCOOH-Flockung nach 24 Stunden filtriert, wenig ge- 
waschen und in der Hitze in gesattigtem Na-Salicylat zum gréB8ten Teil 
gelost. 
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3. Reversibilitat der Sdureflockungen. 

a) Einfache Reversibilitat wurde nicht festgestellt. 

b) Reversibilitat mit schwachem Alkali. 1. Die n HC1-Flockung wurd: 
nach 5 Tagen filtriert, gewaschen und in Wasser und wenigen Tropfen 
0,04 n NaOH klar gelést. Nach 5 Tagen Dialyse: quantitative Flockung: 
rrreversibel, 

2. Die n HgSO,-Flockung wurde nach 10 Tagen filtriert, gewaschen 
und in Wasser + NaOH klar gelést. Nach siebentagiger Dialyse fast 
quantitative Flockung, bei E. D. fallt der Rest des EiweiBes aus; irr: 
versibel. 

3. Die 0,5n CClL,COOH-Flockung wurde nach 20 Stunden filtriert. 
mit wenig Wasser gewaschen,. wobei leicht ein Teil triib durchs Filter geht. 
in Wasser + NaOH zu 1°, Eiweif klar gelést. Nach 8 Tagen Dialyse: 
quantitative Flockung; irreversibel. 

c) Reversibilitat mit gesdttigtem Na-Salicylat: 1. n HCl-Flockung in 
gesittigtem Salicylat: irreversibel. 

2. nH,SO,-Flockung in gesattigtem Salicylat: irreversibel. 

3. 0,56n CCLCOOH-Flockung in gesiéttigtem Salicylat: irreversibel. 

Samtliche Lésungen flocken nach 8 bis 10 Tagen Dialyse quanti- 
tativ aus. 


II. 1°, iges Pseudoglobulin: Alkoholflockung. 
1. Flockungsversuche. 


Pures EiweiB, Alkoholflockung: 5 cem 2% iges Pseudoglobulin 
geben mit 1, 2 bzw. 3 cem Alkohol keine Flockung, erst mit 4 cem Alkohol 
eine Triibung, und mit 5cem Alkohol eine Flockung, die nach 5 Tagen 
quantitativ ist. 

SdureeiweiB, Alkoholflockung: 1. Zusatz von 0,2nHCl (End- 
konzentration): Nach 24 Stunden wurden zu 10 ccm der klaren Saureeiweil - 
mischung 10 cem Alkohol zugefiigt. Zunachst Triibung, die sich allmahlich 
verstaérkt; nach 24 Stunden quantitative Flockung, zum Unterschied vom 
Seralbumin, das mit HCl versetzt auch durch iiberschiissigen Alkoho! 
nicht ‘geflockt wird. 

2. Zusatz von 0,15n H,SO, (Endkonzentration): Nach 24 Stunden 
wurde die schwach opaleszierende SéureeiweiBlésung mit dem gleichen 
Volumen Alkohol versetzt. Nach 10 Minuten vollstaéndige Flockung. 


2. Léslichkeit der Alkoholflockung (Pseudoglobulin) in gesdttigten hydrotropen 
Substanzen. 

Pures Eiweif, Alkoholflockung. Die Flockung aus gleichen Teilen 
2° igen Pseudoglobulins und Alkohol wurde nach 3 Tagen filtriert, ge- 
waschen und in der Hitze in gesattigten Lésungsmitteln zu lésen versucht. 

Gesattigtes Na-Salicylat lést bis auf winzige gallertartige Teilchen, 
gesittigter Harnstoff und Formamid lésen in 4 bis 5 Minuten glatt. 


SdureeiweiB, Alkoholflockung. 1. Zusatz von 0,2n HCl: Die 
Saéureeiwei®Blésung wurde nach 24 Stunden mit dem gleichen Volumen 
Alkohol geflockt, die Flockung nach weiteren 24 Stunden filtriert, und 
ungewaschen in Hitze in gesiittigtem Na-Salicylat zum Teil gelést. 
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2. Zusatz von 0,15 n H,SO,: Das SéureeiweiB wurde nach 24 Stunden 
mit dem gleichen Volumen Alkohol geflockt, die Flockung nach 24 Stunden 
filtriert, wenig gewaschen und in der Hitze in gesiattigtem Na-Salicylat 
zum Teil gelést. 


3. Reversibilitat der Alkoholflockung ( Pseudoglobulin ). 
a) Einfache Reversibilitat. 

Pures EiweifB, Alkoholflockung. 5 cem 2° iges Pseudoglobulin wurde 
mit dem gleichen Volumen Alkohol geflockt, die Flockung nach 3 Tagen 
filtriert und in 10cem Wasser eingetragen; nach 24 Stunden ungelést. 

Sdureeiweif, Alkoholflockung. 1. Zusatz von 0,2n HCI: 10 eem HCI-Ei- 
weiB wurden wie oben mit Alkohol geflockt, filtriert und in 10 cem Wasser 
klar gelést. Nach achttaégiger Dialyse der Lésung trat quantitative 
Flockung ein: irreversibel. 

2. Zusatz von 0,15nH,SOQ,: Die Alkoholflockung beim Schwefelsaure- 
globulin dagegen ist in Wasser auch nach 24 Stunden praktisch unléslich. 


b) Reversibilitat der Alkoholflockung (Pseudoglobulin) mit 
schwachem Alkali. 

Pures EiweiB, Alkoholflockung. Die Flockung wurde in Wasser unter 
tropfenweisem Zusatz von n NaOH klar gelést. Nach 8 Tagen Dialyse: 
quantitative Flockung; irreversibel. 

SdureeiweiB-Alkoholflockung nach Zusatz von 0,15 n H,gSO,. Flockung 
in Wasser + NaOH klar gelést. Nach 8 Tagen Dialyse quantitative 
Flockung; irreversibel. 


c) Reversibilitat der in der Hitze in gesattigten Hydrotropen 
gelésten Alkoholflockung (1% iges Pseudoglobulin). 
Pures EiweiB, Alkoholflockung. Lésung der Flockung in gesattigtem 
Na-Salicylat: irreversibel (Dialyse). 
Lésung der Flockung in geséttigtem Harnstoff: irreversibel (Dialyse). 
Lésung der Flockung in gesaéttigtem Formamid: irreversibel (Dialyse). 
Saémtliche Lésungen flocken nach 10 bis 14 Tagen Dialyse quanti- 
tativ aus. 
SdureeiweiB, Alkoholflockung. UHCl- bzw. H,SO,-Eiweif-Alkohol- 
flockung in gesattigtem Na-Salicylat in der Hitze gelést, flocken nach 
8 bis 10 Tagen Dialyse quantitativ aus; irreversibel. 


Ill. Hitzeflockung. 
1. Ausfiihrung der Hitzeflockung. 
H.I: 2%iges Pseudoglobulin wurde !/, Stunde im Wasserbad unter 
Riihren erhitzt; die Flockung war vollstandig und klar filtrierbar. 
H. IIT undH. III: Siehe Hitzeflockung beim Ovalbumin und Seralbumin. 


2. Léslichkeit der Hitzeflockung (Pseudoglobulin) in hydrotropen Substanzen. 
H.JI: Flockung filtriert und in gesiattigtem Na-Salicylat zu lésen 
versucht. In der Hitze praktisch unléslich. 
H. IT: 2% ig. Pseudoglobulin wurde 1 Minute im Wasserbad koaguliert, 
hierauf ein gleiches Volumen gesattigter Substanz zugesetzt und weitere 
5 bis 10 Minuten erhitzt. 
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Na-Salicylat und Harnstoff lésen glatt, beim Erkalten Triibung, dik 
sich allmahlich verstarkt. 

Formamid lést ebenfalls, nur triibt sich die Lésung in der Kalte rascher 

Na-Benzoat lést wenig, Na-Pyrophosphat und MgCl, iiberhaupt nicht 
Bei langerem Erhitzen (3 bis 5 Minuten) zum Zwecke der Koagulation 
wird die Flockung schwer bis unldéslich. 

H.111 (Hitzeflockung verhindert): 2° iges Pseudoglobulin wurde mit 
dem gleichen Volumen gesittigter Substanz versetzt und hierauf !'/, Stunde 
im Wasserbad erhitzt. Die mit Na-Salicylat, Na-Benzoat, K-Rhodanid 
und Harnstoff versetzten Proben blieben auch nach dem Erkalten klar, 
waihrend die mit Pyrophosphat versetzte sich stark triibte. Magnesium 
chlorid verhindert ebenso wie beim Ovalbumin die Hitzeflockung nicht 
(Untersechied von Seralbumin). 


3. Reversibilitat der Hitzeflockung ( Pseudoglobulin ). 

Einjache Reversibilitat konnte nicht festgestellt werden. 

Reversibilitat der in Alkali gelésten Hitzeflockung (H.1). 2° iges Pseudo 
globulin wurde '/, Stunde im Wasserbad koaguliert, die Flockung filtriert 
und in Wasser + NaOH zu 1°, EiweiB klar gelést. Nach 8 Tagen Dialyse: 
quantitative Flockung; irreversibel. 

teversibilitat der in H ydrotropen gelésten Hitzeflockung. 1.1. 1-Flockung 
ist in gesattigtem Na-NSalicylat in der Hitze fast unléslich. 

2. H.11-Flockung in gesittigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel 
(Dialyse). 

3. H. Il: Hitzeflockung verhindert durch: 1, gesiattigtes Salicylat: 
fast irreversibel (Dialyse und E.D.); ‘.gesattigten Harnstoff: wenig 
reversibel (Dialyse). 

Reversibilitat der in der Kadlte hergestellten Lésungen: 1° ,iges Pseudo- 
globulin — 1,gesdttigter hydrotroper Substanz (Endkonzentration ). 

1% iges Pseudoglobulin, 14 gesittigtes Salicylat: irreversibel (Dialyse). 

1° iges Pseudoglobulin, '%gesattigten Harnstoff: wenig reversibel 
(Dialvse). 

1 °,iges Pseudoglobulin, 1% gesittigtes Formamid: praktisch irreversibe! 
(Dialyse). 


IV. Metallsalzflockungen. 
1. Fdllungsgrenzen (Tabelle XXIV, XXV, XXV1I). 


Tabelle XXXIV. 


1° iges Pseudoglobulin: Kupfersulfatflockung unter NaOQH-Zusatz. 





Endkonzentration Beobachtet 


Cus0, NaOH sofort nach 24 Std. : 

0,005 n 0,005 n starke Flockung quantitative Flockung * 

0,005 0,010 klar klar 

0,010 0,010 milchige Flockung fast vollstindige Flockung 
0,020 0,010 starke Flockung quantitative Flockung * 


* Fallungsmaximum. 
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TabelleXXXV. 
1%iges Pseudoglobulin: Al-Sulfatflockung unter NaOQH-Zusatz. 





Endkonzentration Beobachtet 


Al-Sulfat NaOH sofort nach 24 Std. 


0,001 n 0,005 n klar klar 

0,003 0,010 minimale Tribung minimale Triibung 
0,004 0,010 starke milch. Tribung schwache Flockung 
0,005 0,010 milchige Flockung unvollstandige Flockung 
0,005 0,095 klar fast klar 

0,005 0,008 sehr schwache Triibung Triibung 

0,005 0,009 schwache ‘Triibung starke Triibung 

0,005 0,010 schwache Flockung unvolistandige Flockung 
0,005 0,011 milchige Flockung st. unvollstandige Flockung 
0,005 0,012 - a st. unvollstandige Flockung* 
0,005 0,015 sehr schwache Triabung schwache Triibung 
0,005 0,020 minimale Trabung . ” 

0,007 0,010 s. schw. Flockung, trib schwache Flockung 
0,008 0,010 minimale Flockung ‘ ” 

0.009 0.010 z ; " 

0,010 0,010 klar sehr schwache Flockung 
0,010 0,020 starke milch. Flockung . st. unvollstandige Flockung* 
0,020 0,010 klar klar 


* Fillungsmaximum : [Al-Sulfat}] (=) 1,. [NaOH]. 
Quantitative Flockungen wurden nicht beobachtet. 


TabelleXX XVI. 
1% iges Pseudoglobulin: AgNO,-Flockung unter Zusatz von NaOH. 





Endkonzentration é Beobachtet 


AgNO3 NaOH sofort nach 24 Stunden 


0,005 n 0,005 n starke weibe Flockung 1" aeuaeen _— 
0,095 0,010 minimale Triibung minimale Tribung 
0,010 0,010 starke milchige Flockung quantitative Flockung * 
schmutziggelbe Flockung 
0,010 0,020 milch. viskose Flissigkeit (quant.), dariiber klare 
Fliissigkeit * 
0,015 0,015 gelbe viskose Lésung graul. Flock., quantitativ * 


ees . su tzigweibe nti- 
0,015 0,029 starke milchige F lockung | “ — we vedkene? , 


0,020 0,010 st. sich rasch absetz. Flock. | gelblichweibe — 
| I lockung 


0,029 0,020 stark milchige Flockung graue quantitative Flock. * 

* Fallungsmaximum bei niedriger Ag-Konzentration: | Ag! (=) [NaOH]. Bei héheren 

\g-Konzentrationen (j/Ag| —. 0,01 n) ist die Flockbarkeit von der |NaOQH| wenig abhingig: 

d.h. bei gleicher [AgNO,|} kann |NaOH] erheblich nach oben und unten variiert werden, 
ohne dab die Vollstandigkeit der Flockungen abnimmt. 


2. Léslichkeit der Metallsalzflockungen in hydrotropen Substanzen. 


0,005 n CuSO, 0,005 n NaOH-Flockung bei 1° igem Pseudoglobulin 
wurde nach 48 Stunden filtriert (Filtrat enthielt Spuren EiweiB) und ge- 
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waschen. Gesattigtes Salicylat, Harnstoff und Formamid lésen die Flockun. 
in der Hitze glatt, wahrend in Pyrophosphat die Hauptmenge in For 
glasiger Teilchen ungelést bleibt. 

0,005 n Al-Sulfatflockung unter Zusatz von 0,01n NaOH (Endkonze) 
tration). Flockung wurde nach 24 Stunden filtriert (Filtrat eiweiBhaltig), 
gewaschen und in gesattigtem Na-Salicylat in der Hitze gelést. 


3. Reversibilitat der Metallsalzflockungen (1°, iges Pseudoglobulin ). 
Reversibilitat mit schwachem Alkali. Cu-Sulfatflockung in Wasse: 
NaOH gelést: irreversibel (Dialyse). 
Al-Sulfatflockung in NaOH gelést: irreversibel (Dialyse). 
Reversibilitat in hydrotropen Substanzen geléster Flockungen. Cu-Sulfat 
flockung in geséttigtem Na-Salicylat gelést: irreversibel (Dialyse). 
CuS O,-Flockung in geséttigtem Harnstoff gelést: praktisch irreversibe! 
(Dialyse). 
V. Optische Drehungen. 


1. Pseudoglobulin verschiedener Konzentration. 


Tabelie XXX VII. 





0,5 % 9 1%» 2% 
[a]? 50° 51° 51° 
om °° . 


2. Optische Drehung der in der Kdilte hergestellten Lésungen: 1% iges Pseudo- 
globulin, 1%, bzw. '/,gesdttigte hydrotrope Stoffe (Endkonzentration ). 


Tabelle XX XVIII. 





Lisungs- | a » gesittigtes 1/, gestittigtes |, gesiittigtes 1/, gesiittigtes '/, gesiittigter 
y KCNS 





mittel : Na-Benzoat Na-Pyroph. MgCl, Harnstoft 
* ieee 51° 49° 49° 51° 50 (1)° 
a * 1/, gesittigtes 1/, gesittigtes 1/) gesittigtes 
Lisungsmittel : Na-Salicylat Na-Salicylat Formamid 
Se 64° 63° 65° 


Samtliche Lésungen blieben monatelang unverandert klar. 


3. Optische Drehung der in hydrotropen Substanzen gelésten Alkoholflockuny 
(1% iges Pseudoglobulin ). 

Gleiche Teile 2°%,igen Pseudoglobulins und Alkohols. Flockung wurde 
nach 3 Tagen filtriert und gewaschen. In gesittigtem Harnstoff und 
Formamid lést sie sich in der Hitze glatt (4 bis 5 Minuten erhitzt), in ge 
siittigtem Salicylat bis auf kleine Teilechen. Letztere Lésung  enthielt 
0.8795 %, EiweiB (Kjeldahl). Gemessen wurde « 0,46°. [x] = 52°. 


Tabelle NX XIX. 





Lisungsmittel : Na-Salicylat Harnstoff Formamid 
eee 520 85° 520 








i, Opti 


H 
fast ul 

H 
hieraut 
weitere 

i. 
beim FE 
rasch 1 
5. Benz 
Drehun 
wurde. 
muBte 
K jeldal 


H. 
Volume 
Salicyle 
blieben 
MgCl, | 


Lisungs: 
mittel : 


[a) . 
3. Optis 


0,5 
sittigte 
EiweiB 


6. Optis 


0,01 
nach 48 
und Fo 
Hauptm 


Bioche 








do- 


ter 


Ung 


arde 
und 
| ge 
hielt 





Kolloide und konstitutive Anderungen von Proteinen. I. 439 


!. Optische Drehung der in Hydrotropen gelésten Hitzejlockung (Pseudo- 
globulin). 

H.1: Flockung (filtriert) ist in gesaéttigtem Na-Salicylat in der Hitze 
fast unldéslich. 

H.II: 2% iges Pseudoglobulin 1 Minute im Wasserbad koaguliert, 
hierauf mit dem gleichen Volumen gesattigten Lésungsmittels versetzt und 
weitere 5 bis 10 Minuten erhitzt. 

1. Harnstoff und 2. Salicylat lésen glatt, die L6sungen triiben sich aber 
beim Erkalten allmahlich. 3. Formamid lést glatt, die Lésung triibt sich 
rasch und ist nicht drehbar. 4. MgCl, und Pyrophosphat lésen nicht, 
5. Benzoat lést minimal. Lésung | und 3 wurden kurz vor Ausfiihrung der 
Drehung wenige Minuten im Wasserbad erhitzt, wobei die Triibung schwacher 
wurde. Lésung 3 ergab trotzdem ein zu dunkles Gesichtfeld. Die Lésung 2 
muBte zum Zwecke der vollkommenen Lésung 10 Minuten erhitzt werden. 
Kjeldahl: 1,046% EiweiB. Gemessen wurde 0,66°. [x] 63°. 


Tabelle XL. 





Lisungs- \ wre Getter: » 
mittel j Na-Salicylat Harnstoft 
a SS 63° 105° 


H.11II: 2% iges Pseudoglobulin wurde nach Zusatz des gleichen 
Volumens gesaéttigter Substanz '/, Stunde im Wasserbad erhitzt. Die mit 
Salicylat, Benzoat, Rhodanid, Harnstoff und Formamid versetzten Proben 
blieben vollkommen klar, wahrend Pyrophosphat eine starke Triibung, 
MgCl, starke Flockung gab. 

Tabelle X LI. 





a 4 Salicylat Benzoat KCNS Formamid Harnstoff 
C) eae 64° 67 (8)° 67° 68° 115 (6)° 


5. Optische Drehung der in gesdttigtem Salicylat gelésten Trichloressigsdure- 
flockung (1%iges Pseudoglobulin ). 
0,5n CClCOOH-Flockung nach 24 Stunden filtriert und in ge- 
sittigtem Salicylat in der Hitze gelést. Die Lésung enthielt 0,7869°, 
EiweiB (Kjeldahl). Gemessen wurde: « 0,50°. 


[a] = 64°, 


6. Optische Drehung der in gesdttigten Hydrotropen gelésten Metallsalz- 
flockungen (1°%iges Pseudoglobulin ). 

0,005 n CuSO, 0,005 n NaOH-Flockung (Endkonzentration). Flockung 
nach 48 Stunden filtriert und gewaschen. CGesittigtes Salicylat, Harnstoff 
und Formamid lésen die Flockung glatt, Na-Pyrophosphat lést nicht; 
Hauptmenge in Form glasiger Teilchen ungelést. 


Tabelle XLII. 





oo Na-Salicylat Harnstoff Formamid 
Maa es (51) 82 (3)° 51° 


Mittel 50° 
Biochemische Zeitschrift Band 233. 29 
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Friiherer Versuch: n/l00 CuSO, n/1l00)© NaOQH-Flockung na 
48 Stunden filtriert (Filtrat betrachtlich eiweiBhaltig). In gesattigt 
Salicylat heiB gelést. Kjeldahl: 0.5725 °, EiweiB. Gemessen wurde « 0,28 
[x] 49°, 

0 005 n Al-Suljat, 0,01 n NaOH-Flockung (Endkonzentration ). Flockuny 
nach 24 Stunden filtriert (Filtrat eiweiBhaltig), gewaschen und in gesattigte: 
Salicylat heiB gelést. Ayeldahl: 0,3465°, EiweiB. Gemessen: x 0,16 (7 
[x] == 48°. 


7 


i. Verhalten bei vollstindiger Sittigung mit hydrotropen Substanzen. 


Da — abgesehen von der Hitzeflockung (H. Il) — samtliche Flockungen 
verschiedener EiweiSk6rper in gesattigten Lésungsmitteln gelést wurden, 
war es von Interesse, das spezifische Drehvermégen der Lésungen, 1° Fi- 
weiB, ganz gesittigte hydrotrope Substanz (Endkonzentration), zu messen, 
Zu diesem Zweck wurden je 3cem 2% iges EiweiB im Schwefelsiure- 
exsikkator in Jenaer Kolben im Vakuum eingetrocknet und hierauf mit 
6 ccm gesattigtem Na-Salicylat bzw. Harnstoff versetzt. Ovalbumin. 
Seralbumin und Pseudoglobulin lésen sich auf diese Weise in gesittigtern 
Salicylat in der Kalte nicht, in der Hitze nur wenig. Der Seralbumin 
trockenriickstand lést sich in gesattigtem Harnstoff bei Zimmertemperatur 
nur wenig, in der Hitze fast vollkommen. Diese Versuche sind fiir die 
Bestimmung von [x] nicht geeignet; wohl aber die folgenden, bei denen 
2°, Eiweif mit festem Na-Salicylat bzw. Harnstoff bei 20°C gesattizt 
wurde. 

1. 6cem 2%iges Ovalbumin wurden mit 6g festem Na-Salicylat 
in einer 10 ccm fassenden, feingeteilten, geeichten Mensur versetzt, gut 
geschiittelt, nach erreichter Ausgangstemperatur das Volumen gemessen. 
Es betrug 9,5cem. Die erhaltene klare Lésung enthielt 1,26°, Eiweil}. 

2. 5eem 2%iges Ovalbumin wurden mit 5 g Harnstoff bei 20°C ge- 
sittigt; starke Abkiihlung. Nachdem die Lésung wieder Zimmertemperatu 
angenommen hatte, betrug das Volumen 8,7 ccm, entsprechend einem Eiweils- 
gehalt von 1,15 %. 

3. 6cem 1,87°%iges Seralbumin wurden mit 6g Na-Salicylat kalt 
gesittigt; die klare Lésung (9,2 cem) enthielt 1,19°, Eiwei. 

.4. 5eem 1,87%iges Seralbumin wurden mit 5g Harnstoff kalt ge- 
sittigt. Endvolumen 8.7 cem. Die klare Lésung war 1,07 °Qig. 

Saimtliche Lésungen wurden vor Ausfiihrung der Drehung filtriert. 
Trotzdem war das Bild der Lésung 1. nicht einwandfrei, indem es keinen 
eindeutigen Wert fiir [x] zeigte. Als Mittel mehrerer Ablesungen erga! 
sich der in der Tabelle angegebene Wert mit groBer Wahrscheinlichkeit. 
Die Lésungen | bis 4 wurden nach Ausfiihrung der Drehung '/, Stunde 
im Wasserbad erhitzt, wobei sie klar blieben (H. III). 


Tabelle XLIII. 


Lésungen etwa 1% EiweiB + ganz gesittigtes Lésungsmittel (End- 
konzentration). 





1,26 °/y iges 1,15 %)9iges 1,19 9/9 iges 1,07 9 9 iges 
Ovalbumin, Ovalbumin, Seralbumin, Seralbumin, 
Na-Salicylat Harnstoff Na-Salicylat Harnstoff 


aan (38°) 89° 720 114° 
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TabelleXLIV. 
Hitzeflockung durch gesattigtes Lésungsmittel (Endkonzentration) ver- 
hindert (H. IIT). 





1,26 °/oiges 1,15 °/oiges 1,19 © giges 1,07 °/piges 
Ovalbumin, Ovalbumin, Seralbumin, Seralbumin, 
Na-Salicylat Harnstoff Na-Salicylat Harnstoff 
fey. nicht drehbar 105° 74° 114° 


Die Lésung Ovalbumin-Na-Salicylat und die gleiche Probe nach ver- 
hinderter Hitzekoagulation wurde 15 Stunde zentrifugiert, wobei sich 
nichts absetzte. Die Lésungen zeigten auch jetzt noch anormales Ver- 
halten beim Drehen, besonders letztere Lésung (H. III) gab keinen ein- 
deutigen Wert fiir [x]. Die Lésungen waren, mit freiem Auge beobachtet, 
klar, zeigten aber im Bogenlicht glanzende Punkte; es diirfte sich um winzige 
Na-Salicylatkristalle handeln, die in der  hochgesittigten, spezifisch 
schweren Fliissigkeit schweben. 

Um zu sehen, ob beim Ovalbumin ein Ansteigen des Salicylatgehaltes 
eine Drehungserhéhung zur Folge hat obiger Versuch lieB nur mit einiger 
Wabhrscheinlichkeit darauf schlieBen — , wurde folgender Versuch ausgefiihrt : 
Es wurden 5 cem 4,18 °jiges Ovalbumin mit 15 ecem gesittigtem Na-Salicylat 
versetzt (Endkonzentration : 1,045 °, Ovalbumin, * ; gesattigtes Na-Salicylat). 
Es bildet sich beim Salzzusatz in zwei bis drei Portionen eine betrachtliche 
Triibung, die beim Umschiitteln nicht mehr verschwindet. Die Lésung 
war auch im 5 em-Rohr nicht drehbar, da das Gesichtsfeld zu dunkel war. 
Nach langerem Stehen (1 Woche) wird die Lésung gallertartig. Setzt man 
umgekehrt das Ovalbumin zum Salicylat zu, so bleibt die Lésung auch 
nach 2 bis 3 Monaten klar. [x] = 37° 

Dieselbe Lésung wurde nun !/, Stunde im Wasserbad erhitzt (H. IIT), 
wobei sie klar blieb. [x] = 38°. 


Anhang. 
Hopkinssche Reaktion mit Nitroprussidnatrium (N.P. R.). 

Ausfiihrung der Probe: a) in Lésung: Etwa 1 bis 2 cem der eiweib- 
haltigen, zu untersuchenden Lésung werden mit wenigen kleinen Kristallen 
von Nitroprussidnatrium versetzt und geschiittelt, bis die Fliissigkeit eine 
gelbe Farbe angenommen hat. Fallt die Reaktion positiv aus, so farbt sich 
die Lésung auf Zusatz von zwei Tropfen n N H, sofort rotviolett. Beim Stehen 
an der Luft verblaBt die Fiarbung. Nitroprussidnatrium lést sich in Wasser 
mit rotbrauner Farbe; es ist daher bei Ausfiihrung obiger Probe ein Uber- 
schuB des Salzes zu vermeiden. 

b) Das Eiweif liegt als Flockung bzw. als wasserunléslicher Riickstand 
vor. Die Flockung wird filtriert und eine kleine Probe davon in einer 
Eprouvette mit pulverisiertem N.P. Na vermischt, mit wenigen Tropfen 
Wasser befeuchtet und geschiittelt, so daB die Klockung mit dem Salz 
in innige Beriihrung kommt, aber kompakt bleibt, d. h. in der Fliissigkeit 
nicht zu fein verteilt wird. Auf Zusatz von 2 Tropfen Ammoniak farbt sich 
die Flockung bei positiver Reaktion intensiv rotviolett. Im Falle des 
Ausbleibens derselben farbt sich die Flockung durch anhaftende Fliissigkeit 
gelbrot, hebt sich aber durch ihre Farbe nicht von der umgebenden Lésung 
ab. Ist das Koagulat geniigend grobflockig, wie z. B. Ovalbumin: Hitze- 


29+ 
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flockung (H.1), so kann man die Reaktion ausfiihren, ohne die Flock 
vorher abzufiltrieren, nur muB fiir einen Uberschu8 an N. P. Na gesor, 
werden. Ist die Flockung durch Saure erfolgt, so muB bei Ausfiihrung «i 
Probe mit Lackmuspapier gepriift werden, ob die Fliissigkeit an 
moniakalisch ist. 

Von den im Vakuum erhaltenen Trockenriicksténden wurde vor de: 
Behandlung mit Wasser zum Zwecke der Lésung beigemengter hydrotrope: 
Substanzen immer eine kleine Probe direkt auf die N. P. R. gepriift. Ubrigens 
fiel diese Probe nie positiv aus, wenn der Riickstand wasserléslich war; 
andererseits gaben nicht alle wasserunléslichen Riickstaénde eine N. P. R 
(s. unten). 

I. 1% iges Ovalbumin, 4 gesdttigte hydrotrope Stoffe (Endkonzentration ) 
1. Na-Salicylat: nach 24 Stunden Gallerte: a) direkt: keine N.P.R.; 
b) im Vakuumexsikkator iiber Schwefelsiiure eingetrocknet: Riickstand 
wasserunléslich, gibt keine deutliche N. P. R. 

2. Na-Benzoat: nach 24 Stunden fast klar, nach 3 Tagen miabige 
Triibung, wenig viskos, nach 8 bis 14 Tagen starke Triibung, gallertartig 
a) direkt: Samtliche Proben (nach verschieden langem Stehen) geben 
keine N.P.R.; b) eingetrocknet: der wasserunlésliche Riickstand gilt 
keine N. P. R. 

3. K-Rhodanid: zunachst schwache Triibung, die sich rasch verstarkt, 
nach 24 Stunden starke Flockung, die intensive N. P. R. gibt (purpurrot). 

4. Formamid: zunachst Triibung, die sich rasch verstarkt, nach 
24 Stunden Flockung, die keine deutliche N. P. R. gibt. 

5. Harnstoff: nach 24 Stunden klar: a) direkt: keine N. P. R.; b) im 
Vakuum eingetrocknet: Riickstand wasserunldéslich, gibt starke N. P. RP. 

6. Na,P,0,: nach 24 Stunden klar: a) direkt: keine N. P. R.; b) ein- 
getrocknet: Riickstand wasserléslich; gibt keine N. P. R. 

7. MgCl,: nach 24 Stunden klar: a) direkt: keine N. P. R.; b) ein- 
getrocknet: Riickstand wasserléslich; gibt keine N. P. R. 

Versuch von Hopkins (an unserem Material wiederholt): 3 cem 2 °,iges 
Ovalbumin bzw. 4,18°%iges Ovalbumin wurden mit 0,3 g Harnstoff ver- 
setzt. Die klare Lésung gab direkt keine N. P. R., wohl aber der nach dem 
Eintrocknen im Exsikkator erhaltene wasserunlésliche Riickstand. Pures 
Ova]lbumin (2 und 4%) gibt weder direkt, noch nach dem Eindunsten die 
Hopkinssche Reaktion. Der Trockenriickstand ist wasserléslich. (Salicylat. 
Benzoat, Rhodanid, Magnesiumchlorid, Harnstoff und Formamid geben 
selbst keine N. P. R.) 

II. Ovalbumin mit festen hydrotropen Stoffen in der Kadlte gesdttigt 
1. 2cem 2 bzw. 4,18%iges Ovalbumin wurden mit 2 g festem Harnsto/! 
bei 20° C gesattigt. Die klaren, beweglichen Lésungen gaben sofort N. P. R.. 
nur war die Rotfarbung im Falle des konzentrierteren EiweiBes intensiver. 

2. 3cem 2%iges Ovalbumin wurden mit 3 g festem Na-Salicylat be! 
Zimmertemperatur gesittigt; klare Lésung, die direkt keine N. P. R. gab. 
ebenso nicht der beim Eintrocknen im Vakuum erhaltene wasserldéslic/: 
Riickstand. 

3. 3cem 2% iges Ovalbumin wurden mit 2g Na-Benzoat gesittigt: 
Flockung: a) sofort und nach 24 Stunden keine N. P. R.; b) eingetrocknet 
Riickstand wasserunléslich; keine N. P. R. 

4. 3ceem 2%iges Ovalbumin wurden mit 6g KCNS gesiattigt. Di 
Flockung gab sofort und nach 24 Stunden intensive N. P. R. (purpurrot). 
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5. 3cem 2°% iges Ovalbumin wurden mit 0,2 ¢ Na-Pyrophosphat 
vesattigt ; klare Losung: a) nach 24 Stunden keine N. P. R.: b) eingetrocknet : 
Riickstand in Wasser bis auf eine schwache Triibung gelést: keine N. P. R. 

6. 3cem 2° ,iges Ovalbumin wurden mit 8g MgCl, gesittigt; klar: 
a) sofort und nach 24 Stunden keine N. P. R.; b) beim Eintrocknen kristalli- 
siert ein Hydrat aus. Riickstand in Wasser klar léslich, gibt keine N. P. R. 

III. Hitzeflockung (Ovalbumin). 2° ,iges Ovalbumin wurde 5 Minuten 
im Wasserbad erhitzt. Die Flockung gab sofort N. P. R. 

In den folgenden Versuchen wurde 2 ©, iges Ovalbumin mit dem gleichen 
Volumen gesattigter Substanz versetzt und im Wasserbad !/, Stunde 
erhitzt (H. 111). Hitzeflockung verhindert durch: 

l. 1, gesattigtes Na-Salicylat: klar: a) direkt: keine N. P. R.; b) ein- 
getrocknet: Riickstand bis auf eine schwache Triibung in Wasser gelést, 
gibt keine N. P. R. 

2. l,gesattigtes Na-Benzoat: triib, viskos: a) direkt: keine N. P. R.; 
b) eingetrocknet: Riickstand in Wasser fast unléslich, keine N. P. R. 

3. MgCl,: verhindert die Hitzeflockung nicht, letztere gibt N.P.R. 

4. Na-Pyrophosphat: Lésung schwach getriibt: a) keine N.P.R.; 
b) eingetrocknet: Riickstand wasserléslich; keine N. P. R. 

5. KCNS: beim Erkalten Flockung; diese gibt N. P. R. 

6. Harnstoff: klar: a) keine N. P. R.; b) eingetrocknet: Riickstand 
wasserunléslich; keine deutliche N. P. R. 

IV. 1% iges Ovalbumin: Alkoholflockung. Flockung nach 24 Stunden 
filtriert und gewaschen; gibt N. P. R. 

Alkoholflockung: a) in gesaéttigtem Na-Salicylat heiB gelést: gibt direkt 
keine N. P. R. Der beim Eintrocknen erhaltene Riickstand ist wasserléslich 
und gibt ebenfalls keine N. P.R.; b) in gesattigtem Harnstoff gelést: 
gibt weder direkt, noch eingetrocknet N. P. R. (Riickstand wasserunléslich). 

Zum Vergleich wurde ein Versuch mit hochgereinigtem (E. D.) Glutin 
ausgefiihrt : Die Flockung aus gleichen Teilen 2,5 °,igen Glutins und Alkohols 
wurde nach 12 Stunden filtriert; sie gab, bevor sie sich léste, keine N. P. R. 

V. 1%iges Ovalbumin: 0,2 n H,SO,-Flockung. Flockung nach 
24 Stunden filtriert, gewaschen, gibt deutliche N. P. R. 

Flockung in geséttigtem Salicylat bzw. Harnstoff gelést, gibt weder 
direkt, noch nach dem Eintrocknen im Vakuum N.P.R. (Der Trocken- 
riickstand ist in beiden Fallen wasserunléslich.) 

VI. 1%iges Ovalbumin: Al-Sulfat bzw. Cu-Sulfatflockung. Die 
Flockungen (unter Zusatz von NaOH) wurden nach 24 Stunden filtriert. 
Sie gaben keine N. P. R. 











Zur Kenntnis der Anderung der freien Ladung 
reinster Proteine durch Neutralsalze. 


Von 
Takeo Ito. 


(Aus dem Agrikulturchemischen Laboratorium der Landwirtschaftlichen 
Hochschule, Morioka, Japan.) 


(Eingegangen am 17. Februar 1931.) 


In einer friiheren' Untersuchung wurde u.a. festgestellt, dai 
sich die einsinnig anodische Wanderung des reinen Ovalbumins und 
Seralbumins im elektrischen Felde nicht durch die Kationen der Alkali- 
metalle bis 0,2 n Konzentration aufheben laBt, wohl aber durch die 
zwei- bis einwertigen Neutralsalze der Erdalkalimetalle und Mg, welche 
schon in Konzentrationen gegen 0,05 n die negative UberschuBladung 
der genannten Albumine inaktivieren. Eine Umkehrung der Wanderungs- 
richtung wurde jedoch dabei nicht beobachtet. Eine solche war fiir 
das kleinvolumige, zweiwertige Zn-Ion wohl am Seralbumin, nicht aber 
fiir Ovalbumin festgestellt worden (Pauli und M.Schén?). Ferner 
fand sich positive Umladung des Seralbumins durch 0,04 n AgNO, 
in den Versuchen von 7’. Gell? und wurde im Sinne der Auffassung 
der ‘genannten Autoren auf die asymmetrische Inaktivierung der 
beiden Ionen dieses Salzes durch das zwitterionische Protein bezogen. 

Die vorliegende Arbeit wurde als Erganzung der friiheren unter- 
nommen, indem der EinfluB eines drei-einwertigen Neutralsalzes auf 
die Kataphorese des sorgfaltig gereinigten Ovalbumins und _ Ser- 
albumins untersucht wurde. Das in derartigen Versuchen zu verwendende 
Salz muB jedoch in seiner Lésung neutral reagieren, damit die Resul- 
tate der Versuche nicht etwa durch die Hydrolyse des Salzes beein- 
trachtigt wiirden. Als solches kam Hexamminkobaltichlorid in 
Betracht. 


1 Dieselbe war auf Anregung und unter Leitung von Prof. Paul: 
ausgefiihrt worden. 7. Ito u. W. Pauli, diese Zeitschr. 213, 95, 1929. 

2 Pauli u. M. Schén, ebendaselbst 153, 253, 1924. 

8 7. Geill, ebendaselbst 216, 165, 1929. 
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Es ergab sich, daB die beiden Albumine durch dieses Salz in einer 
Konzentration gegen 0,0125 n umgeladen werden. 


1. Material und Methodik. 


Herstellung der EiweiBlésungen. Die EiweiBlésungen wurden im wesent- 
lichen in ahnlicher Weise wie in der vorigen Arbeit (l. c.) hergestellt, 
nur mit dem Unterschied, daB man hier die Eiweiikérper zuerst durch 
K\ristallisation von den anderen Bestandteilen des Ausgangsmaterials zu 
reinigen versuchte. 

Ovalbumin. Das vom Dotter sorgfaltig abgetrennte Eiklar von 20 frischen 
Kiern wurde gut geschlagen, dann mit dem gleichen Volumen kalt gesittigter 
Ammonsulfatlésung versetzt, iiber Nacht stehengelassen und _filtriert. 
Das Albumin in dem Filtrat wurde nach S. P. L. Sérensen! zur Kristalli- 
sation gebracht, indem man zu dem letzteren zuniachst gesiittigte Ammon- 
sulfatlésung bis zur bleibenden Triibung hinzufiigte und sodann n/5 H,SO, 
zusetzte, bis nach dem hierdurch eintretenden Auflésen der durch Ammon- 
sulfat entstandenen Triibung und dem darauf folgenden Farbenumschlag 
der Lésung von Rotgelb ins Gelb wieder eine stark opalisierende Lésung 
entstand. Nach fiinf Tagen wurden die ausgeschiedenen Albuminkristalle 
(kleine Nadeln unter dem Mikroskop) abfiltriert und mit einer Ammonsulfat- 
lésung gewaschen. Sie wurden nochmals umkristallisiert. Dann wurden 
sie abfiltriert, gewaschen und schlieBlich in einer méglichst kleinen Menge 
Wasser gelést. Diese Lésung wurde mit n/5 NH,OH schwach alkalisch 
gemacht und zuerst unter Druck in einem Pergamentpapiersiickchen 
mit einem Steigrohr und dann in einem Paulischen Faltendialysator bei 
Toluolzusatz dialysiert, bis ihre Leitfahigkeit nach 16 Tagen 6,02 . 16-5 rez. 
Ohm betrug. Hierauf wurde sie in einem Paulischen Elektrodialyseapparat 
29 Stunden unter allmahlicher Erhéhung der Spannung auf 150 Volt und 
bei fleiBigem Wasserwechsel durchstrémt, wobei die sich bildende obere 
wiisserige Schicht abpipettiert und durch die vordialysierte Albuminlésung 
ersetzt wurde, welches Verfahren noch einmal wiederholt wurde. Dann 
wurde von dem wahrend der Durchstr6mung in kleiner Menge ausgeschiedenen 
Niederschlag abfiltriert und noch 27 Stunden weiter bei 150 Volt elektro- 
dialysiert. 

Die auf diese Weise gereinigte Ovalbuminlésung hatte eine Leitfahigkeit 
von 1,19. 10-5 rez. Ohm (ohne Wasserkorrektur) bei einem Trockengehalt 
von 2,717 %. 

Seralbumin. 4 Liter frisches Pferdeserum wurden mit dem gleichen 
Volumen gesittigter Ammonsulfatlésung versetzt, iiber Nacht stehen- 
gelassen und filtriert. Das Filtrat wurde zunichst mit gesittigter Ammon- 
sulfatl6sung bis zur bleibenden deutlichen Triibung versetzt, dann mit 
n/5 H,SO,, die halb mit Ammonsulfat gesittigt war (Arieger), bis nach 
der anfangs eintretenden Aufklarung wieder eine deutliche Triibung eintrat. 
Der so ausgeschiedene Niederschlag zeigte nach drei Tagen noch keine 
wohldefinierte Kristallform unter dem Mikroskop. Er wurde abfiltriert, ge- 
waschen und in Wasser gelést. Diese Lésung wurde mit gesattigter Ammon- 
sulfatlo6sung versetzt, bis eine sehr schwache Triibung eintrat, und iiber 
Nacht stehengelassen. Hierauf wurde sie von dem in kleiner Menge aus- 
gefallenen, ziemlich gefairbten Niederschlag abfiltriert. Das Albumin in 


' Compt. rend. du Laboratoire de Carlsberg 12, 12, 1917. 
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dem Filtrat wurde durch Sattigung mit Ammonsulfat ausgefallt, abfiltrier: 

gewaschen und schlieBlich in einer kleinen Menge Wasser gelést. Dies 

Léosung wurde, nachdem sie in der aihnlichen Weise, wie oben erwahnt, zuers 

mit gesittigter Ammonsulfatl6sung und dann mit n/5 H,SO, versetz' 
worden war, mit dem bei einem Vorversuch gewonnenen Albuminkristallbr: 

geimpft. Nach 4 Tagen wurden die ausgeschiedenen Albuminkristalle (kurz 
Nadeln unter dem Mikroskop) abfiltriert, gewaschen und in einer méglichs' 
kleinen Menge Wasser gelést. Die Lésung wurde zuerst im Sackdialysato: 
und dann weiter im Faltendialysator unter Toluolzusatz durch 27 Tage bis 
zur Leitfihigkeit von 1,64. 107* rez. Ohm dialysiert. Hierauf wurde si 
durch 55 Stunden hindurch unter allmahlicher Erhéhung der Spannung 
auf 150 Volt elektrodyalisiert, wobei die sich bildende wiasserige ober 
Schicht entfernt und durch die vordialysierte Albuminlésung ersetzt wurde, 
welches Verfahren noch zweimal wiederholt wurde. 

Die in der erwaihnten Weise gereinigte Seralbuminlésung hatte eine 
Bruttoleitfahigkeit von 4,31.10-%rez.Ohm bei einem Trockengehalt 
von 1,837 °%. 

Hexamminkobaltichlorid [Co (N H3)g)Cl,- Dieses Salz wurde aus Chloro- 
pentamminkobaltichlorid genau nach der Vorschrift von Jérgensen! dar 
gestellt. Es wurde dreimal aus Salzsiure umkristallisiert, sodann abfiltriert, 
mit Alkohol gewaschen, bis das Filtrat véllig neutral ablief, und an der Luft 
getrocknet. Die Elementaranalyse dieses Priparats ergab die folgende 
Zusammensetzung: 





N | Cl Co 
0 0 Clg 0 
1 31,36 39,39 22.09 
2 31,28 89.54 22,53 
Mittel: 31,32 39,46 22.16 
Berechnet fiir 
[Co(N Hg)g] Clg 31,41 39,76 22.04 


Die Ergebnisse der Bestimmungen der Werte » der molekularen Leit- 
fahigkeit dieses Salzes bei 25° C in wachsender Verdiinnung V sind folgende: 





V u“ V u 
50 288,2 200 352,8 
100 315,9 500 415,4 


Sie sind in guter Ubereinstimmung mit den friiheren Angaben?. 


Methodik. 


. . . . +. oe 
Zur vorliegenden Arbeit verwendete ich einen Uberfiihrungsapparat 
nach Landsteiner und Pauli, der zwischen den Elektroden eine Entfernung 
von 73cm und zwischen den beiden Hahnen des mittleren U-Rohres, die 





1 Zeitschr. f. anorg. Chem. 17, 455, 1898. 
2 Vgl. Weinland, Komplex-Verbindungen. 2. Aufl. Stuttgart 1924. 
S. 5. 
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vie die seitlichen einen gleichmaBigen Durchmesser von 0,5 em hatten, eine 
soleche von 17 ecm besaB. Die Versuchsmethodik war ganz ahnlich wie bei 
der vorherigen Arbeit (1. c.), daher wird hier von einer Wiedergabe ihrer 
Einzelheiten abgesehen. Nur sei erwahnt, daB man hier anstatt der Platin- 
elektroden wie dort unpolarisierbaren Elektroden Cu CuSO, unter Zwischen- 
schalten von KCl-Agar-Hebern anwendete, um auf diese Weise vor allem 
die Stérungen, die durch die Abscheidung der entladenen Kationen an der 
Kathode verursacht wurden, zu vermeiden. 

Das Fallungsmittel, das fiir die Priifung des gewanderten Proteins 
verwendet wurde, war Briickesches Reagens. 

H*-Aktivitaét wurde potentiometrisch nach der Chinhydronmethode 
bestimmt. Die MeBtemperatur betrug 20 bis 22°C. 

Die Leitfahigkeitsbestimmungen fanden im  ‘Thermostaten bei 
25 + 0,05° C statt. 


2. Einflu8 von Hexamminkobaltichlorid auf die Kataphorese des Ovalbumins 
und Seralbumins. 


Bei einer Konzentration von 1°, hatte die reine Ovalbumin- 
lésung ein py = 4,86, die reine Seralbuminlésung ein solches von 5,50. 
Die beiden Albumine zeigten anodische Wanderung im elektrischen 
Felde. 

Es wurden zuerst ihre isoelektrischen Punkte (J) mit Hilfe des 
Acetatpuffers kataphoretisch bestimmt: Acetat 0,04 n, EiweiB 0,5°%. 
Die H’*-Aktivitéten wurden potentiometrisch bestimmt; Durch- 
strémungsdauer 30 Minuten, Spannung zwischen den _ Elektroden 
100 Volt. Seralbumin zeigte bei py = 5,34, 5,12 und 4,96 anodische, 
bei 4,88 doppelsinnige und bei 4,82 kathodische Wanderung. 

Ovalbumin zeigte bei py = 4,75 anodische, bei 4,64 mehr anodische, 
bei 4,59 mehr kathodische und bei 4,51 und 4,38 kathodische Wanderung. 
Also liegen die isoelektrischen Punkte simtlich bei einem kleineren px 
als dem der reinen Proteinlésung, worauf schon mehrfach aufmerksam 
gemacht worden ist. 

Die Ergebnisse der Elektrophoreseversuche mit Hexammin- 
kobaltichloridzusatz am Ovalbumin und Seralbumin sind in der 
Tabelle I zusammengestellt. 

Aus der Tabelle I ist zu ersehen, dai} bei Ovalbumin die Wanderungs- 
richtung schon in einer Salzkonzentration gegen 0,0125 n doppelsinnig 
zu werden beginnt. Die negative UberschuBladung des Ovalbumins 
wird also durch [Co(N H,),]"**-Ionen leicht inaktiviert. Bei geniigend 
hdheren Aktivitaten des letzteren wird das Ovalbumin umgeladen. 

DaB diese Erscheinung nicht etwa durch die Verainderung des 
pu-Wertes der Lésung, der zwar durch Salzzusatz ein wenig vermindert 
wird, verursacht wird, geht unzweifelhaft daraus hervor, dab simtliche 
pu der in Betracht kommenden Ovalbumin-Salzlésungen hoéher liegen 
als der isoelektrische Punkt des Ovalbumins. Ganz ahnliches laBt sich 
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Tabelle I. 
Kataphorese des Ovalbumins und Seralbumins bei Hexamminkobalti 
chloridzusatz. 


(Durchstr6mungsdauer 60 Minuten, Spannung zwischen den Elektrode: 
Nr. 1 bis 380 Volt, Nr. 4 bis 660 Volt.) 





05° ,ig. Ovalbumin 0.5 °/,ig. Seralbumin 
. P J/= F it 
Salzkonzentration J 4.6 J 4,88 


Wanderungs- Wanderungs- 

g-Aquivalenz im Liter richtung Pu richtung 
0,0031 anodisch 
0,0062 mehr anodisch 
0,0125 doppelsinnig 
0,025 mehr kathodisch 
0,05 kathodisch 
0.1 ™ 


~ 
“1D 
1 


mehr anodisch 
doppelsinnig 
mehr kathodisch 


kathodisch 


etetetete 
~InInIs 
Sun 


auch vom Seralbumin sagen. Ein solches Verhalten steht im Einklang 
mit der Auffassung (Pauli, H. H. Weber), daB die reinen Proteine im 
isoelektrischen Gebiet als polyvalente Zwitterionen mit den lonen 
der Neutralsalze in Wechselwirkung treten, und es ware unvereinbar 
mit der alteren Annahme, daB hier die Carboxylgruppen in undisso- 
ziierter Form vorliegen. 

Ein merklicher Unterschied im inaktivierenden Effekt des Hexam- 
minkobaltiions auf die beiden Proteine lieB sich nicht finden. 


Der Stiftung ,,The Saito Gratitude Foundation” sage ich auch 
an dieser Stelle fiir die gewahrte Unterstiitzung bei vorliegender Arbeit 
meinen ergebensten Dank. 
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Uber die optische Aktivitit des Himoglobins. 


Von 


Stefan Simonovits. 


Aus dem _ physiologisch-chemischen Institut der K6nigl. ungarischen 
Universitit Budapest. ) 


(Eingegangen am 19. Februar 1931.) 


DaB die optische Aktivitaét des Oxyhimoglobins meines Wissens 
bisher nur von Gamgee und Hill! vor mehr als 20 Jahren bestimmt 
wurde, riihrt sicherlich von den groBben Schwierigkeiten her, mit denen 
diese Bestimmungen verknipft sind. Denn einerseits betragt, wie 
bereits von Gamgee und Hill ermittelt wurde, die spezifische Drehung 
des Oxyhamoglobins bei Verwendung von rotem Licht (erzeugt durch 
Flissigkeitsfilter von Hexamethylpararosanilin [Kristallviolett] und 
Kaliumchromat) mit den Wellenlangen zwischen 718 bis 639 su, bloB 
etwa + 10°, andererseits ist seine Lichtabsorption gerade im Gebiet 
der gelben Na- und der griinen Hg-Linie, also der beiden leicht zu 
erzeugenden homogenen Lichtarten, so stark, daf weder Na-Licht, 
noch aber, wie ich mich in Versuchen mit einem Quecksilberpunktlicht- 
lampchen tiberzeugen konnte, Hg-Licht zu diesen Bestimmungen ver- 
wendet werden kénnen. VerhaltnismaBig wenig werden vom Oxy- 
hamoglobin die langwelligen Strahlen absorbiert, doch noch immer 
so stark, dab Lésungen, deren Konzentration einige Prozente iiber- 
schreitet, nicht mehr untersucht werden kénnen. 


A. Methodik. 


Oxyhimoglobin aus Pferdeblut wurde nach Willstdtter und Pollinger? 
dargestellt. Diese Methode versagte bei der Darstellung aus Rinderblut; 
die Himolyse ging zwar auch hier durch Ather allein vor sich, doch konnte 
eine Trennung der Farbstofflésung von den Stromata nur nach Zugabe von 
1/, Volumen Wasser von 37° C und Zentrifugieren bewirkt werden. Reich- 
liche Kristallbildung erhielt ich erst nach Zugabe von Alkohol bis zu 


1 Gamgee u. Hill, Hofmeisters Beitrige 4, 1, 1904. 
2? Willstdtter u. Pollinger, Zeitschr. f. physiol. Chem. 130, 281, 1923. 
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45°, Alkoholgehalt. Sehr férdernd wirkte die Impfung der auf 0° gekiihlt: 
Farbstofflésung mit Kristallen, die von einer vorausgehenden Praparatic 
herriihrten, und nachtragliches Versetzen mit 3/, Volumen eisgekiihlte 


Alkohols. 

Da Oxyhaimoglobin nicht getrocknet werden kann, ohne chemischy 
daher auch physikalische (optische) Anderungen zu erleiden, muBte, um 
die Konzentration der aus dem noch feuchten Kristallkuchen bereitet®: 
Lésungen bestimmen zu kénnen, der Trockensubstanzgehalt dieses Kuchen 
in mehreren Parallelanalysen durch Trocknen der erst feucht, dann luft 
trocken abgewogenen gepulverten Substanz bei 105°C ermittelt werden. 

Ich bediente mich eines Lippichschen Halbschattenapparates mit 
zweiteiligem Gesichtfeld und einer Kreisteilung, an deren zwei gegeniibe: 
liegenden Stellen 0,01° mittels des Nonius abgelesen werden konnte. Als 
Lichtquelle diente eine Nernstlampe, als Lichtfilter eine Glasplatte von 
Schott u. Gen. in Jena mit der Bezeichnung ,,F 21205 EK 45“ und der Angabe, 
da8 ihre Durchlassigkeit fiir Licht von 546 und 578 yu 0,00, fiir das Gebiet, 
das rotwarts von 644 « weit tiber das rote Ende des sichtbaren Spektrums 
reicht, 0,96 bis 0,98 betragt. 

GroBe Sorgfalt muBte auf die richtige Einstellung des Halbprismas 
verwendet werden, da bekanntlich die Ablesungen um so genauer sind, 
je kleiner der Halbschattenwinkel ist, andererseits aber dieser Winke! 
um so gréBer genommen werden muB, je konzentrierter die zu unter- 
suchende Lésung ist. Da ich Lésungen verschiedenster Konzentration 
untersucht habe, muBte ich den fiir je eine Lésung geeignetsten Halb- 
schattenwinkel jedesmal an der betreffenden Lésung selbst frisch 
einstellen (jener war niemals gréBer als 10°) und erst nachtraglich bei 
nunmehr unveranderter Lage des Halbprismas den Nullpunkt, der ja 
mit dem Halbschattenwinkel veranderlich ist, unter Einlage einer mit 
destilliertem Wasser gefillten Polarisationsréhre feststellen. Nach 
dem Einsetzen der Réhre mit dem destillierten Wasser war das 
fiir die Farbstofflésung eben entsprechend helle Gesichtsfeld derart 
blendend hell, daB eine genaue Ablesung nur méglich war, indem 
das untersuchende Auge durch eine Brille aus grauem Glase ge- 
schiitzt wurde. 

Um den EinfluB gréBerer Temperaturschwankungen zu _ ver- 
hindern, habe ich, da an dem von mir verwendeten Apparat keine Vor- 
richtung zur Konstanthaltung der Temperatur vorhanden ist, eine 
doppelwandige Metallréhre anfertigen lassen, die mit Wasser von der 
gewiinschten Temperatur durchstrémt wurde, und in die die Polarisa- 
tionsréhre eingeschlossen werden konnte. So konnten alle in den 
Tabellen angefiihrten Bestimmungen bei 20 — 1°C ausgefiihrt werden. 


Guten Erfolg hatte ich von der Benutzung betder Augen. Mit dem 
einen Auge erfolgte die grobe Einstellung, mit dem anderen Auge, unter 
Verwendung der Mikrometerschraube, die feine Einstellung: die Skale 
wurde wieder mit dem ersten Auge abgelesen und unterdessen das zur Fein 
einstellung dienende vor Licht geschiitzt. 
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Optische Aktivitét des Hamoglobins. 451 


An jeder Farbstofflésung wurden in der Regel 8 bis 12 Ablesungen 
wusgefiihrt; sehr selten weniger (nicht unter 6), oft mehr, bis zu 16; zur 
Bestimmung des Nullpunktes meistens 8, seltener nur 6, zuweilen bis 12 Ab- 
lesungen. Innerhalb einer Ablesungsreihe betrug an insgesamt 180 Farb- 
stofflésungen die maximale Abweichung der Einzelablesungen vom Mittel- 


wert: + 0,01 bis 0,02° in 260 Fallen, + 0,03° in 60 Fallen, + 0,04° in 
25 Fallen, + 0,05° in 15 Fallen, am destillierten Wasser zur Bestimmung 


des Nullpunktes zu ebenfalls 180 Gelegenheiten nie mehr als 0,01 bis 0,02° 
im Maximum. 


B. Kontrollversuche. 


Um die eigentlichen Versuchsergebnisse sicherzustellen, habe ich 
folgende Kontrollversuche ausgefiihrt : 

a) Lésung von Glucose (Kahlbaum). Konzentration bestimmt durch 
Abwigen der gewichtskonstanten Substanz 0,93°,; durch Reduktion 
nach Bertrand 0,92°, (Mittelwert aus drei Bestimmungen); durch Polari- 
sation 0,92°, (Mittelwert aus zwei Bestimmungen, eine starke Milchglas- 
Metallfadenglithlampe als Lichtquelle, K-Bichromat und Uranylsulfat- 
losung als Lichtfilter). 

b) Lésung von Glucose (Kahlbaum). Konzentration bestimmt durch 
Abwiigen 1,002°,; durch Reduktion nach Bertrand 1,01°, (Mittelwert 
aus drei Bestimmungen); durch Polarisation, wie oben, 1,00°, (Mittelwert 
aus zwei Bestimmungen). 

Als ich das Lichtfilter einschaltete, drehte die Lésung im 1 dm-Rohr 

0,44°. Zur Berechnung der Konzentration wire es nétig gewesen, die 
spezifische Drehung der Glucose in dem von mir benutzten Gebiet in Rot 
zu kennen; doch stand mir diesbeziiglich bloB die Angabe! zur Verfiigung, 
wonach [606 = 41,9°. Hieraus berechnet ergibt sich eine Konzentration 
von nae — 1,05°,. Die Abweichung betragt 5°, was sich leicht aus 


der normalen Dispersionsrotation der Glucose erklaren 1aBt. 


c) Ich habe die Drehung von Rohrzuckerlésungen mit genau bekanntem 
Zuckergehalt, die mit Anilinrot gefairbt waren, auf Grund der Angabe?* 
berechnet, wonach 


5 58s . 56 
[a]opo : [@]ano = 0,795, also [a]$?> = 52,99. 





ee Drehung Konzentration 
: (durch Abwiigen) im 1dm-Rohr in °/9 
1,88 1,055 2.00 
1,88 1,06 2.00 
1,88 1,045 1.97 
1,256 0.71 1.34 
0,628 0,345 0,65 


Die Abweichung betrigt im Mittelwert aller Versuche 6°, und laBt 
sich wie oben erklaren. 


1 Landolt-Bérnstein, 4. Aufl. S. 1054, Tabellen. 
2 Dieselben, 4. Aufl. SS. 1057, Tabellen. 
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C. Versuchsergebnisse. 


Durch meine Versuche sollte festgestellt werden: 

a) das spezifische Drehungsvermégen des Oxyhaimoglobins de 
Pferdes und des Rindes, in der Erwartung, daB sich diesbeziiglic| 
moglicherweise merkliche Unterschiede ergeben: 

b) eine etwaige Abhangigkeit des spezifischen Drehungsvermégens 
des Oxyhamoglobins von wiederholtem Umkristallisieren ; 

c) eine Abhangigkeit vom verwendeten Lésungsmittel ; 

d) das spezifische Drehungsvermégen des reduzierten Hamo 
globins. 

I. Oxyhdmoglobin. 

a) Pferdeoxyhamoglobin in destilliertem Wasser gelést. 

Der verhaltnismaBig geringen Léslichkeit des Oxyhamoglobins, 
wie es nach der Alkoholmethode gewonnen wird, ist es zuzuschreiben, 
daB die Konzentration der Lésungen kaum tiber 1° gebracht werden 
konnte. Durchleiten von Zimmerluft zur Sicherung der Sauerstoff- 
sittigung hat sich auf Grund einiger vergleichender Ablesungen als 
iiberfliissig erwiesen. Auch fand ich, daB es nicht unbedingt nétig ist, 
die Ablesungen unmittelbar nach Herstellung der Lésung zu untersuchen, 
da deren optische Aktivitaét sich innerhalb der nachsten Stunden nicht 
andert. Die Ergebnisse dieser Versuche sind der Tabelle I zu 
entnehmen. In dieser Tabelle sind einige zu allererst ausgefiihrte 
Versuchsreihen, in denen an einem Praparat bloB je eine Lésung und 
auch an dieser bloB je zwei Ablesungen untersucht werden, nicht auf- 
genommen. 

Die recht erheblichen Schwankungen der Werte, die fiir das 
spezifische Drehungsvermégen an den verschiedenen Lésungen eines 
Praparats erhalten wurden, sind restlos zu erklaren aus den oben er- 
wahnten — wenn auch nur wenig Hundertstel Grade betragenden - 
Fehlern der Ablesungen, die jedoch den 0,3° nur selten iibersteigenden 
Ablesungswinkel bis zu etwa 10°, unsicher machen. ‘Trotz diesen 
Schwankungen 14Bt sich, wie aus nachstehender Zusammenstellung 
ersichtlich, an den Praparaten XII, XIII und XIV deutlich nachweisen, 
daB das spezifische Drehungsvermégen nach MaBgabe der wiederholten 
Umkristallisierung abnimmt. 





Kristallisation  Prip. Nr. X Prip. Nr. XI Prap. Nr. XII Priip. Nr. XIII) Priip. Nr. XI\ 





1 So 13,1 14,0 15,0 12,5 
2 ‘nt 14,1 12.6 12,5 
3 13,3 os 13,0 13.0 11,3 
4 ~— _ 11,9 sie ine 


Es ist anzunehmen, daB es sich hierbei um die Einwirkung des 
beim UmkristallisierungsprozeB angewendeten Alkohols im  Sinne 
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Optische Aktivitét des Hamoglobins. 


Tabelle I. 


Pferdeoxyhaimoglobin in destilliertem Wasser. 











Priparat 


Nr. 


XI 


XI 


XI 


Kristallisation 


bo 


Konzentration 
der Lisungen 


0 
0 


1,01 
0,96 
0,96 
0,92 
0,91 


1,05 
0,95 
0,94 


0,77 


bt eh pe 
—_ ae 
aorsl 


1,16 
1,05 
0,98 


1,08 
1,01 
1,01 
0,93 


1,01 
0,94 
0,88 


0,96 
0,92 


0,99 
0,94 


1,04 
1,00 


1,93 
0,96 
0,94 
0,93 
0,83 


1,03 
0,99 


1,06 
1.00 
0,96 
0,94 


Abgelesen 
im 2dm-Rohr 


+- 0,295 
0,25 
0,25 
0,26 
0,235 


0,28 
0,24 
0,25 
0,205 


0,33 
0,32 
0,30 


0,30 
0,31 
0,29 


0,315 
0,255 
0,26 
0,23 


0,24 
0,22 
0,205 


0,27 
0,29 


0,25 
0,235 


0,27 
0,26 


0,27 
0,24 
0,23 
0,22 
0,21 


0,26 
0,24 


0,23 
0.20 
0,25 
0.21 
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Tabelle II. Pferdeoxyhamoglobin in Ammoniak. 














In 0,1 °/,igem Ammoniak In 0,2°/,igem Ammoniak 
ae Kristalli- Konzen- Konzen- oii 
Priiparat sation eo Abgelesen* Phe al = abgstocen piece Pray 
{ Nr. %Fo "10 N 
V 2 2,20 + 0,33 + 14,8 
1,76 0,26 14,5 XI 
1,47 0,21 14,2 
1,10 0,26 11,9 
0,73 0,17 11,6 
3 3,46 0,40 11,4 X 
1,73 0,18 10,4 
1,15 0,27 11.5 
4 3,59 0,62 17,3 at 
2.69 0.41 15,2 — 
1,73 0,24 13,2 ; 
0,90 0,11 12.5 eine 
5 2.81 0,44 15,7 han 
2,11 0,29 13,8 als 
1,41 0,40 14,1 
0,70 0,145 10,3 
Xx 2 2,88 0345 + 12.0 b 
2.59 0,315 12.2 
1,92 0,40 10.4 
1,73 0,36 10.3 der 
0,96 0,16 8.4 Los 
; 0,86 0,165 95 pea 
XI 1 3,33 0,45 14.9 Die 
3,26 0,40 12'9 
2.22 0,25 119 dest 
LJ 0,215 9.7 den 
XII 1 4,29 0,66 16.2 suc] 
3,78 0,53 14.7 
2 86 0,385 142 dun 
1.43 0,40 12.2 keir 
; r 0.86 0.17 985 tant 
XII 1 4,22 -+- 0,54 + 13,4 
f 2,19 0,345 16,6 aus 
2,11 0,30 15,0 Dak 
1,46 0,41 14,0 rs 
141 0,375 13,3 zent 
0,84 0,23 13,5 Ver 
' 0,73 0,18 12,4 
i 2 3,77 0,52 14,5 K 
i 2,51 0,365 15,3 or 
1,26 0,36 14,4 
0,75 205 3,5 
1,75 0,205 13,5 Kor 
3 3.48 0,475 14.4 3,11 - 0,49 + 16,7 lie 
2,32 0,365 16,6 2,07 0,28 14,3 = 
1,16 0,30 13,0 1,94 0,19 9,35 nac! 
0.69 0.16 11.7 eine 
* Es wurde je nach der Konzentration der Lisung ein Rohr von 0,947, 1 und 2 dn " 
benutzt. vere 
E 
3 
i 
i 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





In 0,1°'9igem Ammoniak In 0,2°/,igem Ammoniak 
etihieiatee Kristalli- Konzen- Konzen- 
™ Praparat sation tration der eee Spez. tration der Spez 
ung Lisung /*)8eeseD”| Dt rehung Lisung Abgelesen Drehung 
Nr. 0), 0 
XIV 2 0,52 0,10 9,9 
0,49 0,095 9,6 
0,47 0,075 8,2 
0,45 0,065 7,4 
XV 2 0,57 0,115 10,9 
0,53 0,075 7,2 
0,46 0,08 9,1 
* Es wurde je nach der Konzentration der Lisung ein Rohr von 0,947, 1 und 2dm 
benutzt. 
einer Denaturierung (wenn auch geringen Grades) des Oxyhimoglobins 
handelt. Jedenfalls sind die von mir erhaltenen Werte erheblich gréBer 
als die von Gamgee und Hill. 
: b) Pferdeoxvhamoglobin in verdiinntem Ammoniak gelést. 
20 ; g 
yi Um die Abhangigkeit des spezifischen Drehungsvermégens von 
4 ‘ s : a 
03 der Konzentration der Lésung zu priifen, muBte infolge der ungeniigenden 
8.4 Léslichkeit des Oxyhamoglobins in destilliertem Wasser verdiinntes 
9,5 Ammoniak (0,1- und 0,2°,ig) als Lésungsmittel verwendet werden. 
re Die so bereiteten Lésungen muBbten aber, im Gegensatz zu den mit 
19 destilliertem Wasser bereiteten, sobald als méglich untersucht werden, 
97 denn es lieB sich feststellen, daB Lésungen, die frisch anstandslos unter- 
[6,2 sucht werden konnten, nach 1 Stunde langem Stehen infolge Nach- 
47 dunkelung auch bei starker VergréBerung des Halbschattenwinkels 
4 9 > 
12.9 keine geniigende Durchsicht mehr gestatteten. Natiirlich war es hier 
9,85 technisch unméglich, die verschiedenen Lésungen, jede fiir sich, 
aus einer eigenen abgewogenen Menge des Kristallkuchens herzustellen. 
Daher wurden aus jeder Kristallisation eines Praparats mehrere, kon- 
zentriertere Lésungen bereitet und aus diesen dann die weiteren durch 
Verdiinnung mit der betreffenden Ammoniaklésung hergestellt. 
Die Daten dieser Versuche sind in Tabelle II, nach abnehmender 
Konzentration der Farbstofflésung geordnet, zusammengestellt. 
as ¥ P . . ‘ . . ° ‘ 
Eine Ubersicht dieser Ergebnisse, die sich je auf verschiedenste 
Konzentrationen beziehen, konnte nur erhalten werden, indem ich 
6.7 a iad . : , ok a ‘ 
+e die Versuche, ohne Riicksicht auf erste oder wiederholte Kristallisation, 
9.35 nach Konzentrationstypen in wenigen Gruppen zusammenfabte, und 
einen Mittelwert aus den entsprechenden spezifischen Drehungen 
d 2dn 


berechnet habe. Aus nachfolgender Zusammenstellung ist deutlich 
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_ Ungefiahre 0,1 °/9 Ammoniak 0,2°/¢ Ammoniak 
en ee at 
9/9 V XIII XIV XV x XI XII XII 
0,5 — | — | 92 | 97} — | — | — | - 
1 116 13,2 — ~ 9,0 9.7 10,5 9.4 
2 13,6 15,9 — —_ 10,4 11,9 12,2 14,3 
3 14,9 14,4 —_ - 12,1 13,6 14,2 16,7 
4 — 13,3 _ — - - 15,4 - 


zu ersehen, daB die spezifische Drehung des Oxyhamoglobins mit 
zunehmender Konzentration der Lésung deutlich zunimmt, woran 
die aus der Reihe springenden Werte an Priaparat XIII im 0,1° igen 
Ammoniak nichts andern diirften. Abhangigkeit von der Konzentration 
des zur Lésung verwendeten Ammoniaks lieB sich nicht sicher nach- 


weisen. 


c) Rinderoxyhaémoglobin in verdiinntem Ammoniak gelést. 


Wie an dem Pferdeoxyhimoglobin habe ich auch hier die Be 
stimmung an verschiedenen Konzentrationen vorgenommen, doc) 
waren diese auf Grund der friiheren Erfahrungen absichtlich so gewahlt. 
daB die Versuche mit weit geringerem Zwang in Gruppen geteilt werden 
konnten. Die Ergebnisse sind in Tabelle III enthalten. 

Die nach der Konzentration gruppierten Versuche ergeben ‘laut 
nachfolgender Zusammenstellung zunichst eine leidliche Uberein- 
stimmung zwischen den von zwei Rindern erhaltenen Praparaten 
weiterhin eine sichere Zunahme des spezifischen Drehungsvermdégens 
mit der Konzentration, endlich, daB die spezifische Drehung des Rinder- 
haimoglobins ungefihr bloB die Halfte der Werte betragt, die an den 
Priparaten vom Pferde unter gleichen Umstanden (in verdiinntem 
Ammoniak gelést) und bei gleichen Konzentrationen erhalten wurden. 





ee Priparat Nr. I Praiparat Nr. Il 
0 
1 yee 5,6° 
2 5.8 6,9 
3 7,0 7,5 


IIT. Reduziertes Hadmoglobin vom Pferde. 


Von den reduzierenden Mitteln kamen Schwefelammonium, 
Hydrazinhydrat, Stokes-Reagens und Na,S,O, in Betracht. Die ersten 
drei haben, jedes aus anderen Griinden, unbefriedigende Ergebnisse 
gegeben; vorziiglich hat sich Na,S8,0, bewahrt. Zu diesen Versuchen 
wurden etwa 0,5°%ige Lésungen in 0,1° Ammoniak bereitet und die 
Reduktion durch Zugabe von wenig Na, 8,0, in Substanz vorgenommen. 








* E 
benutzt. 
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Tabelle III. Rinderoxyhamoglobin in 0,2%igem Ammoniak. 
ers Konzentration . 
Priparat  kristallisation | Lisung der Lisung Abgelesen * — 
Nr. 0}, rehung 
I 2 a 3,11 + 0,21 + 7,2 
2,07 0,10 4,9 
1,94 0,08 4.0 
b 2,87 0,16 5,8 
1,91 0,12 6.6 
0,96 0,10 5,2 
c 2,54 0,155 64 
1,70 0,105 6,5 
0.85 0,085 9,0 
3 a 3,11 0,27 9,3 
2,07 0,10 5,3 
1,04 0,07 3,5 
b 3,00 0,20 7,1 
2,00 Q,11 5.8 
1,00 0,09 4.5 
¢ 2,96 0,185 6.6 
1,97 0,13 6,6 
0,99 0,12 5,9 
d 2,85 0,18 6,9 
1,90 0,09 4.8 
II 1 a 3,03 0,17 6,0 
2,02 0,13 6.9 
1,01 0,10 4,9 
b 2,76 0,17 6,4 
1,84 0,24 6,6 
0,92 0,105 5,7 
c 2,76 0,19 7,3 
1,84 0,23 6,3 
0,92 0,11 5,9 
d 2,72 0,19 7,3 
1,81 0,10 5, 
0,91 0,11 59 
2 a 3,48 0,27 8,3 
2,32 0,16 7,2 
1,16 0,14 6,2 
b 3,14 0,20 6,8 
2,09 0,14 (P 
1,05 0,11 1,3 
c 3,11 0,27 9,0 
2,07 0,14 7,0 
1,04 0,115 5,5 
d 2,89 0,20 7,2 
1,93 0,13 7,2 
0,96 0,11 5,8 


* Es wurde je nach der Konzentration der Lisung ein Rohr von 0,947, 1 und 2 dm 


benutzt. 


30* 
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Tabelle III (Fortsetzung). 





Pra ‘ Konzentration 
riparé _ — , : 
pms Kristallisation Lisung der Lisung Abgelesen 
z 
Nr. 9/0 


— sche 
rehung 


Il g 8,45 0,26 
2.30 0.17 
1,15 0,13 


3,21 0,24 
2,14 0,14 
1,07 0,115 


3,07 0,25 
2,05 0,145 
1,02 0,115 


DaB die in Tabelle TV zusammengestellten iiberraschend hohen Werte 
von optisch-aktiven Nebenprodukten herriihren, war von vornherein 
recht unwahrscheinlich. Trotzdem habe ich vorsichtshalber eine 
ammoniakalische Lésung von H,O, von ahnlichem Gehalt an abspalt- 
barem Sauerstoff, wie es die Oxvhamoglobinlésungen waren, mit Nag 5,0, 
versetzt, und diese Lésung im Polarimeter gepriift. Wie zu erwarten 
war, lieferten diese Kontrollversuche ein vollstandig negatives Resultat. 


Tabelle IV. 


Reduziertes Pferdehamoglobin in 0,1 °,igem Ammoniak. 





p Konzentration 
riparat Kristallisation der Lisung 


Nr. Fo 


Abgelesen im Rohr Spezifische 
von 0,947 dm Drehung 


XIV 0,515 + 0,08 L. 17.0 (?) 
0,47 0,14 31,3 (?) 
0,46 0,11 25,6 
0,46 0,10 23,2 
0,52 0,125 25,6 
0,495 0,14 29.4 
0,49 0,13 27,5 
0,49 0,125 
0,47 0,12 
0,45 0,11 
0,53 0,115 
0.505 O11 
0,59 0,115 
0,48 0,10 
0.47 0,105 
0,47 0,10 


Wie aus Tabelle IV ersichtlich, ist das spezifische Drehungs- 
vermoégen des reduzierten Pferdehimoglobins erheblich gréBer als das 
des Pferdeoxyhaimoglobins. Auch scheint es, wie am Oxyhamoglobin, 
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la wiederholtes Umkristallisieren mit einer Abnahme des spezifischen 
Drehungsvermégens einhergeht, doch geniigen die zur Verfiigung 
stehenden Daten nicht, um diesbeziiglich einen sicheren Entscheid 
zu gestatten. 


Die Ergebnisse meiner Versuche, die auf Anregung und unter 
Leitung des Herrn Professor Hari ausgefiihrt wurden, lassen sich kurz 
wie folgt zusammenfassen: 

1. Erstmalig kristallisiertes Pferdeoxyhimoglobin zu etwa 1°. in 
destilliertem Wasser gelist, hat ein spezifisches Drehungsvermégen von 
etwa +- 12 bis 15°; es nimmt bei wiederholtem Umkristallisieren deutlich ab. 

2. Das spezifische Drehungsvermégen des Pferdeoxyhimoglobins 
scheint, wenn es in obiger Konzentration in verdiinntem Ammoniak geldst 
wird, geringer zu sein, nimmt jedoch mit steigendem Farbstoffgehalt (von 
1), bis zu 4°, untersucht) bis um die Halfte zu. 

3. Das spezifische Drehungsvermdgen des in verdiinntem Ammoniak 
gelosten Rinderoxyhdmoglobins betrdgt etwa + 5°, also weniger als dic 
Halfte des Wertes, das am Prdparat vom Pferde unter gleichen Umstinden 
erhalten wurde, und nimmt mit steigendem Farbstoffgehalt ebenfalls 
stark zu. 

4. Durch Na,S,O, reduziertes Hédmoglobin vom Pferde in einer 


Konzentration von etwa V,°/, hat ein mehr als doppelt so groBes spezifisches 
«~/O e ! 


Drehungsvermégen, etwa +- 23 bis 27°, als das nicht reduzierte Praparat 
unter gleichen Umstdnden. 

Alle genannten Daten beziehen sich auf das Spektralgebiet rot- 
warts von 644 sy. 








ae 


Darstellung der Adenylpyrophosphorsiure aus Muskulatur 


Von 
K. Lohmann. 


(Aus dem Institut fiir Physiologie im Kaiser Wilhelm-Institut fiir 
Medizinische Forschung, Heidelberg.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1931.) 


In frischer Muskulatur lieB sich durch fraktionierte Saurehydrolyse 
eine leicht in heiBer Saure hydrolysierbare P-Fraktion nachweisen, 
die 15 bis 20°), des gesamten saureléslichen Phosphats in der Muskulatur 
ausmachte!. Diese Fraktion, die in mehr oder minder grober Menge 
in den meisten untersuchten Geweben und Zellen nachgewiesen werden 
konnte?, war aus der Muskulatur von Wirbeltieren und Wirbellosen 
sowie aus Hefe als anorganisches Pyrophosphat isoliert worden, aus 
Froschmuskulatur z. B. zu 50 bis 60°, des indirekt nachgewiesenen 
leicht hydrolysierbaren Phosphats. Da die in frischem Muskelextrakt 
praformierte Verbindung eine andere Kinetik bei der enzymatischen 
Aufspaltung mit und ohne Fluorid zeigte als zugesetztes, aus Muskulatur 
isoliertes Pyrophosphat, war angenommen, daB sie sich in der Muskulatur 
in einer besonderen Zustandsform, die als eine physikalische angesehen 
wurde, befinde*. Wiederholte Untersuchungen, iiber die schon im 
Jahre 1929 berichtet wurde‘, zeigten aber, daB die leicht hydrolvsierbare 
P-Verbindung nicht freies Pyrophosphat ist, sondern in einer chemischen 
Bindung mit der im Jahre 1927 von Embden und Zimmermann® aus 
frischer Muskulatur isolierten Adenylsiure vorliegt. Das friihere Er- 
gebnis war irrtiimlich durch den spontanen Zerfall dieser Verbindung 
als Ba-Salz in neutraler bzw. schwach alkalischer Lésung in Pyro- 
phosphorséure und Adenylsdéure verursacht worden. Die Isolierung 
der Adenylsiure durch Embden und Zimmermann beruht auf dem 
Zerfall der neuen Verbindung in Adenylsiure und Phosphorsaure bei 
der Behandlung des enteiweiBten Muskelextrakts mit Calciumhydroxyd. 


K. Lohmann, diese Zeitschr. 202. 466, 1928. 
Derselbe, ebendaselbst 208, 164, 1928. 

Derselbe, 1. c. 1 und diese Zeitschr. 203, 192ff., 1928. 
Derselbe, Naturwissensch. 17, 624, 1929. 

G. Embden u. M. Zimmermann, H. 167, 137, 1927. 
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K. Lohmann: Darstellung der Adenylpyrophosphorséure usw. 46] 


Die Zusammensetzung der neuen Substanz ergibt sich aus der 
Elementaranalyse des Ba-Salzes und den Zerfallsprodukten bei der 
sauren und neutralen Hydrolyse als eine Adenosintriphosphorsaure, 
speziell als eine Adeninnucleotidpyrophosphorsaéure, die ich kurz 
\denylpyrophosphorsaure nenne. Das Verhaltnis von in heiBen Sauren 
leicht hydrolysierbarem zu schwer hydrolysierbarem Phosphat unter 
den friher angegebenen Bedingungen (7 Minuten langes Erwarmen in 
n HCl im siedenden Wasserbad) ist genau 2:1. Bei der Saiurehydrolyse 
(10 bis 15 Minuten langes Erwiirmen in n HCl auf 100°) entstehen 
| Mol. Adenin, 1 Mol. Pentosephosphorséure und 2 Mol. anorganische 
Phosphorsaure, bei der neutralen Hydrolyse des Ba-Salzes Adenylsaure 
und Pyrophosphorsaéure!. 

Analytische Belege *. 

Ba-Adenylpyrophosphat, bei neutraler Reaktion ausgefillt, luft- 

trockene Substanz. 


8,985 mg = 4.50 mg CO, und 2,165 mg H,0, 


6,120 ,, = 0,422 cem Ng (760/20), 
7,341 ., 52,32 mg Ammoniumphosphormolyhdat, 


48,62. ,, verloren beim Trocknen im Hochvakuum iiber Phosphor- 
pentoxyd bei 78° 5,60 mg H,0O. 
Gefunden: 
13,65% C 2,69°. H 8,14°% N 1.33%, PF 
Berechnet fiir C,>H,.0,,N;P,Ba,.6H,O: 
13,52% C 2.73% H 7,.91% N 10,50°, P 


Adeninpikrat (getrocknet): 
3,000 mg 4,020 mg CO, und 0,690 mg H,O, 
2,410 ,, 0,6664 cem N, (711/19°). 


Gefunden: 

36,48 °%, C 2,57% H 30,24% N 
Berechnet fiir C;H,;N;C,H;0,N;;: 

36,2 % C 2.21% H 30,8 % N 


Der Zersetzungspunkt des Adeninpikrats wird in der Literatur zu 
279 bis 281° (unkorrigiert) angegeben. Im _ Berl-Block® wurde iiberein- 
stimmend fiir das aus Adenylpyrophosphorsaure, aus Hefepriparaten sowie 


Spater teilten Fiske und Subbarow einen aihnlichen Befund (Science 

1929, II, 381) iiber eine P-Verbindung mit, die aus frischer Muskulatur 
hergestellt war und als Silbersalz die Zusammensetzung C,)H,,0,,N;P,; Ag, 
hatte. Als Spaltprodukt wurden Adenin, 1 Molekiil schwer hydrolysierbare 
Phosphorsiure und 2 Molekiile leicht hydrolysierbare Phosphorsiure fest- 
gestellt. Es handelt sich hier zweifellos um dieselbe von mir vorher isolierte 
und beschriebene Verbindung. 

2 Die Analysen wurden bei Dr. Weil, Miinchen, und von Dr. Roth, 
Heidelberg, ausgefiihrt. 

§ EB. Berl u. A. Kullmann, B. 60, 811, 1927. 
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462 K. Lohmann: 


aus Hefeadenylsiure? hergestellte Adeninpikrat sowie fiir die Gemische e: 
Zersetzungspunkt (unter Aufschiumen) von 294 bis 295° gefunden. 
Pentosephosphorsaures Barium: 
6,52 mg 4,.16mg BasO, 
Gefunden: 
37,6% Ba 19,4%, P,O, 
Berechnet fiir C;H,O,. PO,Ba: 
37,6% Ba  19,4% P,O, 
Adenylsdure (F.197—198° unter Zersetzung): 
Kristalle bei 128° im Vakuum iiber Phosphorpentoxyd getrocknet 
3,580 mg 4,540 mg CO, und 1,370 mg H,O, 


3,740 ,, 0,6713 com Ny, (717/21°). 
Gefunden: 
34.59% C 4,28°, H 19,66°, N 8.86°, P 


Berechnet fiir C,)H,,0O,N,P: 

34,57% C 4,06°, H 20,18% N 8.93% FP 

Der gréBere Teil der in der Muskulatur vorhandenen siureléslichen 
Purinderivate findet sich in der Pyrophosphatfraktion. Zur Bestimmung 
wurde der trichloressigsaure Extrakt von 48 g Froschmuskulatur mit Baryt 
neutralisiert, Niederschlag und Lésung getrennt hydrolysiert und aus den 
Ba-freien Lésungen nach Ariiger mit Kupfersulfat und Natriumsulfit di: 
Purinderivate gefallt. 

Die Cuproverbindungen wurden mit H,S zersetzt und aus den durclhi- 
lifteten Lésungen mit ammoniakalischem Silbernitrat die Silbersalze 
niedergeschlagen. Nach dem Zersetzen mit heiBer HC! wurde im Vakuum 
zur Trockne eingeengt, der Riickstand in je 5cem Wasser aufgenommen 
und mit kalt gesaittigter Pikrinsiurel6sung gefallt. Die Pikrate, die fast 
ausschlieBlich Adenin und Hypoxanthin sind*, wurden mit wenig Wasser 
gewaschen und gewogen. Menge des Pikrats in der Ba-unléslichen Fraktion 
74,8 mg = 27,8 mg Adenin bzw. Hypoxanthin, in der Ba-léslichen Fraktion 
16,8 mg 6,2 mg Adenin bzw. Hypoxanthin. Rund vier Fiinftel der 
siureléslichen Purinderivate befinden sich also in der  Ba-unléslichen 
Fraktion. Eine Trennung von Adenin und Hypoxanthin wurde nicht durch- 
gefiihrt. Das gallertige Silbersalz der Ba-unléslichen Fraktion spricht 
nach Parnas (1. ¢.) fiir das Vorliegen von Adenin, das kompaktere Silbersalz 
aus der Ba-léslichen Fraktion fiir das tiberwiegende Vorliegen von Hypo 
xanthin. Die 27,8 mg Adenin der Ba-unléslichen Fraktion entsprechen 
29,2 mg Pyrophosphat-P,O;, gefunden waren auf Grund der P-Analyse 
30.7 mg. Das im Froschmuskel vorhandene siaurelésliche Adenin ist also 
hauptsichlich in der Pyrophosphattfraktion gebunden. 

Wahrend iiber die Konstitution, die chemischen Eigenschaften 
und die biologische Bedeutung® dieser Verbindung spater berichtet 
werden soll, wird in dieser Mitteilung ihre Darstellung aus Muskulatur 
beschrieben, zusammen mit allgemeinen Angaben tiber die Isolierung 
der ,,Pyrophosphatfraktion™ aus anderen Zellen und Geweben. 


1 Die Hefeadenylsiure war von Prof. Levene zur Verfiigung gestellt. 
2 Vel. J. K. Parnas, diese Zeitschr. 206, 16, 1929. 
3 Vgl. K. Lohmann, Naturwissensch. 17, 624, 1929 und 19, 180, 1931 
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Darstellung der Adenylpyrophosphorséure aus Muskulatur. 46: 


Prinzip der Isolierung aus Muskulatur. Das Adenylpyrophosphat 
bildet ein schwer lésliches Pb- und Ba-Salz, das Ba-Salz ist schwerer léslich 
als anorganisches Ba-Phosphat, leichter léslich als Ba-Pyrophosphat; bei 
veringen Konzentrationen ist es in verdiinnter Essigsiure léslich. Eine be- 


sonders wirksame Trennung von anorganischer Phosphorsiure als Ba-Salz 
wird erreicht, wenn die Fallung des Ba-Adenylpyrophosphats in etwa 
50°.igem Alkohol bei kongoneutraler Reaktion erfolgt. Eine genaue Vor- 
schrift tiber die optimale Aziditét der Lésung kann nicht gegeben 
werden, da diese im einzelnen von der Konzentration des Adenylpyro- 
phosphats und dem Verhaltnis des Adenylpyrophosphats zum anorganischen 
Phosphat abhingt. Eine annihernd quantitative Abtrennung ist auch 
nur bei wiederholter fraktionierter Fallung zu erreichen. Ein sehr schwer 
lésliches Komplexsalz wird mit Quecksilbernitrat gebildet, das auch in 
ziemlich stark salpetersaurer Lésung schwer loéslich ist und sich 
nach den bisherigen Erfahrungen am besten zur Anreicherung der Pyro- 
phosphatfraktion aus Gemischen mit viel anorganischem Phosphat und 
anderen schwer léslichen N-freien Phosphorsiiureestern eignet. Die mit 
Quecksilbernitrat in salpetersaurer Lésung ebenfalls faillbaren Nucleotide 
und Nucleoside lassen sich dann zumeist als leichter lésliche Ba-Salze 
abtrennen. 

Aus den verdiinnten eiweiBfreien Zellausziigen wird nun allgemein 
die Verbindung durch Fallung als neutrales Ba-Salz, gelegentlich auch als 
Pb-Salz abzutrennen sein und in der in einer Mineralsiure, zweckmaBig 
immer verdiinnter Salpetersiure, aufgelésten Fallung die Trennung von 
anorganischer Phosphorsiure durch fraktionierte Fallung als Ba-Salz 
oder mit Hg (NO,), bzw. kombiniert ausgefiihrt. Als Ma®B der Anreicherung 
dient die Bestimmung des anorganischen Phosphats, des nach 7 Minuten 
langer Hydrolyse in n HCl bei 100° abspaltbaren Phosphats und des 
gesamten P nach Veraschung. 

a) Der Isolierungsgang gestaltet sich zum Beispiel, wenn die Ver- 
bindung aus 100 bis 200 ¢ Froschmuskulatur isoliert werden soll, folgender- 
maBen. Die abpriparierte Hinterschenkelmuskulatur von in Eis gekiihlten 
Fréschen wird von einem Gehilfen in gekiihlter 10°, iger Trichloressigs‘iure 
gut zerdriickt, deren Volumen etwa dem Gesamtgewicht an Muskulatur 
entsprechen mag. Der Muskelbrei wird durch Gaze abgepreBt und der 
Muskelriickstand nochmals mit demselben Volumen 4°,iger Trichloressig- 
siure extrahiert und ebenfalls abgepreBt. Der triibe Muskelextrakt, von 
dem die gréberen EiweiBpartikel abzentrifugiert werden, wird mit so viel 
Natronlauge versetzt, daB die Reaktion noch deutlich kongosauer ist, und 
dann mit demselben Volumen Alkohol gefallt. Nach kurzem Stehen scheidet 
sich ein flockiger Niederschlag ab, der auf der Zentrifuge oder auf der Nutsche 
entfernt wird, wobei man zur besseren Filtration etwas Kieselgur zugibt'. 
Die klare alkoholische Lésung, in der das Verhiltnis von freiem anorgani- 
schem Phosphat zum Pyrophosphat je nach der GréBe des Zerfalls der 
Kreatinphosphorsiure | bis 3 ist und die Kongopapier noch deutlich bliuen 


“ro 


soll, wird nun mit einer 25 °,igen Ba-Acetatlésung versetzt, bis die Reaktion 


1 Dieser Niederschlag (Froschmuskulatur) besteht hauptsichlich aus 
Glykogen; er enthalt nur eine geringe Menge von P-Verbindungen. Bei 
der Fallung des teilweise bzw. ganz neutralisierten trichloressigsauren 
Extraktes von frischer Hefe mit Alkohol findet sich ein sehr betrachtlicher 
Teil des leicht hydrolysierbaren Phosphats im Niederschlag. 
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der Lésung nicht mehr kongosauer ist. Durch Bestimmung des direk 
bestimmbaren Phosphats und nach 7-Minuten-Hydrolyse in dem mit Ba 
Acetat entstehenden Niederschlag und in der Lésung (die 7-Minuten 
Hydrolyse der alkoholischen Lésung in n HCl muB im zugeschmolzene: 
Réhrchen erfolgen) ermittelt man den Grad der Abtrennung. Die Lésung 
ist eventuell mit weiteren Mengen Ba-Acetat zu fillen. Der Niederschlag 
in dem das obige Verhaltnis von | bis 3 bei ziemlich quantitativer Abscheidung 
des Adenylpyrophosphats auf 0,2 bis 0,5 gesunken ist, wird mit Wasse: 
(etwa ein Sechstel des urspriinglichen Volumens der alkoholischen Lésung 
aufgenommen, mit wenig verdiinnter Salzsiure vollstandig in Lésung 
gebracht, eine geringe Menge unléslicher Substanz auf der Zentrifug: 
entfernt, die Lésung mit demselben Volumen Alkohol versetzt und dic 
Substanz wieder durch Zusatz von Ba-Acetat gefillt. Jetzt betragt di 
Menge des anorganischen Phosphats nur noch etwa 5°, und weniger des 
Pyrophosphats, das durch eine dritte bzw. vierte Umfallung bis auf Spuren 
entfernt werden kann. Diese Trennung ist besonders leicht an Frosch 
muskulatur durchzufiihren, da das Verhaltnis des nach 7-Minuten-Hydrolyse 
abspaltbaren Phosphats zum schwer abspaltbaren in einem mit Baryt 
neutralisierten trichloressigsauren Muskelextrakt fast genau 2:1 ist’. 
An diese Reinigung ist gegebenenfalls eine Enteisenung, wie unter b) be- 
schrieben, anzuschlieBen. 

b) Bei der Aufarbeitung gréBerer Muskelmengen, am besten von 
Kaninchen, ist es zweckma®Biger, die Abtrennung des anorganischen 
Phosphats mit Quecksilbernitrat durchzufiihren. Hierfiir wird die Musku- 
latur von ein bis zwei frisch getéteten und gekiihlten Kaninchen méglichst 
schnell abprapariert, durch eine Fleischmaschine gegeben und wie oben 
zwei- bis dreimal mit 10- und 4°,iger Trichloressigsiure extrahiert. Der 
zentrifugierte Extrakt wird wieder mit so viel konzentrierter NaO H versetzt, 
daB Kongopapier noch gebliut wird, und dann iiber Kieselgur abgenutscht. 
Die Lésung wird nun mit NaOH weiter neutralisiert, bis blaues Lack- 
muspapier noch eben gerétet wird und mit einer eben geniigenden 
Menge 25 °,iger Ba-Acetatlésung versetzt. Der sich bald flockig abscheidende 
Niederschlag wird abzentrifugiert und zweimal in verdiinnter Salpetersiure 
aufgenommen. Ein gréBerer Teil des Niederschlags bleibt ungelést, der 
zwar bei héherer Siurekonzentration teilweise in L6sung geht, sich aber beim 
Verdiinnen mit Wasser wieder abscheidet. Er wird verworfen und die klar 
zentrifugierte starksaure Lésung, die kiihl gehalten und deren Volumen 
pro Kilogramm Muskulatur etwa 100 bis 150 cem betragen soll, mit Queck- 
silbernitratl6sung unter starkem Umriihren gefallt, bis in einer zentrifu- 
gierten Probe auf weiteren Zusatz von Hg(NO,). keine Fallung mehr 
erfolgt ?. 


! Vgl. P. Eggleton u. G. P. Eggleton, Journ. of Physiol. 68, 193, 1929. 

2 Die Fallung von Nucleotiden mit Quecksilbernitrat benutzten 
unter anderen auch v. Euler und Myrbdck (H. 177, 237, 1928) bei der 
Reinigung der Hefe-Cozymase, und zwar unter tropfenweisem Zugeben des 
in Salpetersiure gelésten Quecksilbernitrats und jedesmaligem Abstumpfen 
der Saure. Zur Abtrennung anorganischen Phosphats und anderer Ex- 
traktivstoffe ist es unbedingt notwendig, in stirker salpetersaurer Lésung, 
dann allerdings in geringem Fliissigkeitsvolumen zu arbeiten. 

Die Quecksilbernitratlésung wird hergestellt, indem man _ 100 ¢ 
Hg (NO,).. 8 H,O in einem Gemisch von 25 cem HNO, vom spezifischen 
Gewicht 1,4 und 25 cem Wasser unter Erwirmen auflést. 
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Der Grad der Anreicherung des Adenylpyrophosphats in der Fallung 
hingt auch hier wieder von der Konzentration der P-Verbindungen und der 
Wasserstoffionenkonzentration der Losung ab, da in zu starksaurer Lésung 
\denylpyrophosphat in Lésung bleibt, in zu schwachsaurer mehr an- 
organisches Phosphat mitgefallt wird. Die Fallungsbedingungen wurden 
im allgemeinen so gewahlt, daB ein Teil des Adenylpyrophosphats in Lésung 
blieb, der hieraus dann durch Zusatz von 2n NaQH zusammen mit einer 
mehr oder weniger groBen Menge anorganischen Phosphats gefallt wurde. 
Die Reaktion der Lésung soll aber immer stark kongosauer bleiben. Diese 
Fallung wird in Wasser aufgenommen, mit Glasperlen gut zerschiittelt, 
die mit H,S entquecksilberte und durchliiftete Lésung auf leicht hydroly- 
sierbares Phosphat analysiert und eventuell wieder mit Quecksilbernitrat 
gefallt. Die Lésung wird mit der entquecksilberten Hauptfraktion, die 
einmal mit wenig Wasser gewaschen worden war, vereinigt. Die Queck- 
silbersulfidniederschlige sind auf der Zentrifuge stets gut mit destilliertem 
Wasser auszuwaschen, dem einige Tropfen 2n HNO, zugesetzt werden. 
Falls der Gehalt an anorganischem Phosphat der vereinigten Lésung mehr 
als etwa 50°,, des Pyrophosphats betragt, wird die Fallung mit Quecksilber- 
nitrat wiederholt, sonst wird die Fliissigkeit (nach Fallung des noch vor- 
handenen Ba mit H,SO,) mit NaOH genau neutralisiert und im Vakuum 
oder auf dem Wasserbad mit einem Féhn eingeengt. Die Temperatur der 
Fliissigkeit soll 35° nicht iibersteigen. Man engt, unter Kontrolle der genauen 
Neutralitat, soweit ein, daB das Volumen der Fliissigkeit pro Kilogramm 
Ausgangsmuskulatur 10 bis 15 cem betragt. Dann macht man mit Natron- 
lauge alkalisch und leitet H,S bis zur Sattigung ein. Hierdurch werden 
Schwermetalle, hauptsichlich Eisen, das zum Teil aus der Muskulatur?, 
zum gréBeren Teil aus den Reagenzien, insbesondere der Trichloressigsiure 
stammt, entfernt. Das Eisensulfid, das sich nur in der sehr stark ein- 
geengten Lésung flockig und in zentrifugierbarer Form abscheidet, soll 
sich nach spatestens 2 bis 3 Stunden abgeschieden haben. Falls die zentri- 
fugierte Lésung dann noch tief blaugriin gefarbt ist, muB sie weiter ein- 
geengt werden, was bei Innehaltung der oben angegebenen Konzentrierung 
sicher vermieden wird. Die Lésung wird nach dem Zentrifugieren und 
Filtrieren mit HCl angesiuert und durchliiftet. Fiir den Fall, daB der sich 
abscheidende Schwefel kolloidal gelést bleibt und die iiblichen Hilfsmittel 
zur flockigen Abscheidung (Filtrierpapierschnitzel usw.) versagen, hilft 
immer die Zugabe von wenig Bleiacetat und Einleiten von H,S. Die Eisen- 
sulfidfallung, die nicht mit Wasser ausgewaschen werden darf, da das EKisen 
dann zumeist wieder teilweise in Lésung geht, wird in verdiinnter HNO, 
aufgenommen und vom Unldéslichen abzentrifugiert. Da die Menge des mit- 
gerissenen Adenylpyrophosphats die Aufarbeitung lohnt, wird die saure 
Lésung nochmals mit Quecksilbernitrat gefallt, wobei ein groBer Teil des 
Kisens in Lésung bleibt und die Enteisenung nach Konzentrierung mit 
H,S wie oben vervollstiandigt. 

In den vereinigten praktisch eisenfreien Lésungen kann die voll- 
stiindige Abtrennung des anorganischen Phosphats wieder durch Umfallung 
mit Quecksilbernitrat erreicht werden. Vorgezogen wurde jedoch die Aus- 
fallung des anorganischen Phosphats als Magnesiumammoniumphosphat. 
Man vermeidet auf diese Weise das 6ftere Handhaben mit gréBeren Mengen 
von Hg-Niederschlaigen und die unvermeidlichen Verluste an Adenyl- 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 208, 208, 1928. 
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pyrophosphat, die durch das Arbeiten in starksaurer Lésung und durc!} 
Adsorption an die HgS-Niederschlage auftreten. Hierzu wird die Lésun, 
mit Magnesiamixtur versetzt und mit 10°,igem Ammoniak alkalisc! 
gemacht, bis Phenolphthaleinpapier stark gerétet wird. Die Ausfallung 
ist erst nach zwei- bis dreistiindigem Stehen beendet. Der abfiltriert: 
Niederschlag, der etwa 40°, Pyrophosphat enthalt, das auch durch wiede1 
holte Umfallung nur unvollstandig gewonnen werden kann, wird in wenig 
verdiinnter Salpetersiure gelést und mit Quecksilbernitrat gefallt. Aus de 
entquecksilberten und durchliifteten Lésung des Hg-Niederschlages wird 
wieder das anorganische Phosphat als MgNH,PO, gefallt usw. — Di 
ammoniakalischen Losungen der Adenylpyrophosphorsiure werden nach dem 
Abfiltrieren des MgNH,PO, immer sofort neutralisiert, mit Ba-Acetat im 
UberschuB versetzt und, da die Anwesenheit gréBerer Mengen Ammonium 
chlorids die Léslichkeit des Ba-Adenylpyrophosphats erhéht, zur voll 
staindigen Ausfillung mit etwa dem gleichen Volumen 96°,igen Alkohols 
gefallt. Der sich gut abscheidende Niederschlag wird zusammenzentri 
fugiert, in verdiinnter HCl gelést, die Lésung vom Unldéslichen (haupt 
sichlich BaSO,) abzentrifugiert und die Umfiallung als Ba-Salz aus schwach 
saurer Lésung nach jedesmaligem Auflésen in HCl und Neutralisieren 
etwa dreimal wiederholt. Zur restlosen Entfernung des Magnesiums lést 
man in wenig Salpetersaure, verdiinnt stark mit Wasser und fallt aus der 
kongosauren Lésung mit neutralem Bleiacetat. Der Niederschlag wird in 
das Ba-Salz umgewandelt und dieses nach Neutralisieren mit Ba(OH), 
mit destilliertem Wasser unter Ausfaillen mit Alkohol elektrolytfrei ge 
waschen. Das Ba-Salz wird mit absolutem Alkohol entwiissert, zunichst 
im evakuierten Chlorcalciumexsikkator und schlieBlich bei 80°  iiber 
Phosphorpentoxyd im Vakuum getrocknet. 

Durch die letzten Manipulationen gelangen natiirlich bei der Ver- 
wendung der iiblichen analysenreinen Reagenzien (besonders mit MgCl,) 
und gewohnlicher Jenaer GlasgefaBe Eisenspuren in die Praparate. Man 
kann die Enteisenung dann entweder nochmals nach der vollstandigen 
Ausfillung der anorganischen Phosphorsiure wiederholen oder diese ganz 
an den SchluB der Aufarbeitung verlegen. Betreffs der biologischen Wirk- 
samkeit der Adenylpyrophosphorsiure wurde zwischen sehr sorgfaltig 
gereinigten Praparaten und Kohfraktionen bisher kein Unterschied fest- 
gestellt. 

Kin unvermeidlicher Verlust entsteht immer bei der Aufarbeitung 
gréBerer Mengen Warmbliitermuskulatur bei der Zerkleinerung durch den 
enzymatischen Abbau der Adenylpyrophosphorsiure infolge Dephosphory- 
lierung und Desaminierung. Die Dephosphorylierung allein fiihrt zur 
Adenylsiiure, bei gleichzeitiger Desaminierung zur Inosinsiure; beide 
Verbindungen werden als relativ leicht lésliche Ba-Salze abgetrennt. Bei 
der Desaminierung allein entsteht die Tnosinpyrophosphorsiure. die von der 
Adenylpyrophosphorsiure nur schwer zu trennen ist. Die Inosinpyro 
phosphorsiure bildet sich enzymatisch z. B. in gréBeren Mengen bei dem 
Zerreiben von frischer Froschmuskulatur mit destilliertem Wasser nach Parnas 
und Mozolowsky'. Bei einigermaBen schnellem Arbeiten und bei guter 
Kiihlung der Muskulatur wird ihre Bildung, die durch Elementaranalyse 
sowie durch die Bestimmung des Amino-N nach van Slyke feststellbar ist. 
aber nicht beobachtet. 


1 J. Parnas u. WI. Mozolowsky, diese Zeitschr. 184, 399, 1927. 
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Die Ausbeute an Adenylpyrophosphat ist daher ganz von der Schnellig- 
keit des Abtétens der Muskulatur und von der Intensitat der Aufarbeitung 
der Restlésungen abhangig. Da es sich bei der Darstellung aus Muskulatur 
nach Entfernung der in Wasser léslichen Ba-Verbindungen hauptsichlich 
um die Abtrennung der anorganischen Phosphorsiure handelt, mag als 
Anhaltspunkt dienen, daB ein Gehalt von 2 bis 3°, Pyrophosphat-P neben 
anorganischem P im allgemeinen fiir die Aufarbeitung nicht lohnenswert 
ist. Erdalkalische Lésung muB stets vermieden und das Arbeiten mit stirker 
salpetersauren Lésungen auf méglichst kurze Zeit beschrankt werden. Bei 
maiBigem Arbeitsaufwand gelingt es dann, rund #/, bis %/, des in der 
Muskulatur vorhandenen leicht hydrolysierbaren Phosphats als Adenyl- 
pyrophosphat zu isolieren. 

Fiir die Aufarbeitung von Wirbellosenmuskulatur (FluBkrebs) wurde 
der eiweiBfreie Muskelextrakt ebenso hergestellt, wie es fiir die Darstellung 
der Argininphosphorsiure beschrieben ist?. Die Isolierung der Adenyl- 
pyrophosphorsaure, die sich mit der aus Wirbeltiermuskulatur chemisch 
und biologisch als identisch erwies, erfolgt am besten nach dem Queck- 
silbernitratverfahren, kombiniert mit der Ba-Salz-Fraktionierung. Wahrend 
das Verhaltnis von Pyrophosphat-P zum schwer hydrolysierbaren P in der 
beim Neutralisieren des Trichloressigsiureextraktes von Froschmuskulatur 
mit Baryt erhaltenen Ba-Fallung fast 2 ist (vgl. P. Eggleton, |. c.), ist dies 
Verhaltnis bei Krebsmuskulatur nur rund 1,6 bis 1,7. Die in dieser 
ersten Fallung also noch vorhandenen schwerer hydrolysierbaren P-Ver- 
bindungen sowie andere Extraktivstoffe kénnen mit dem kombinierten 
Verfahren abgetrennt werden. 

Dieses kombinierte Verfahren ist nach den bisherigen Erfahrungen 
unbedingt notwendig bei der Aufarbeitung anderer Zellarten. Aus Herz- 
muskulatur wurde hierbei eine Verbindung isoliert, die bei der neutralen 
Hydrolyse des Ba-Salzes ebenfalls Adenylsiiture und Pyrophosphorsiure 
gibt, in der aber das Verhialtnis von leicht hydrolysierbarem zu schwer 
hydrolysierbarem P 1 ist. Es ist hiermit erwiesen, daB die ,,Pyrophosphat- 
fraktion**‘ und damit das Koferment der Milchsiurebildung nicht in allen 
Fallen identisch ist. Isolierungsversuche an glatter Muskulatur, an roten 
Blutkérperchen usw. ergaben, daB das leicht hydrolysierbare P ebenfalls 
an Nucleotide gebunden ist. In Hefe liegt jedoch, wenigstens teilweise, 
noch eine andere Bindungsform vor. 


Anhang. 


Darstellung der Adenylsdure (vgl. Embden und Zimmermann, 1. ¢.). 


Wie oben erwahnt, wird die Aden tpyrophosphorsiure bei der Hydrolyse 
des Ba-Salzes in Adenylsiure und Pyrophosphorsaéure aufgespalten, in 
einer Suspension von Caleciumhydroxyd in Adenylsiure und Phosphorsiure. 


Als Ausgangsmaterial dient die reine Adenylpyrophosphorsiure ; 
einfacher und ebenso gut ist es aber, den mit Quecksilbernitrat aus der 
neutralen Ba-Fallung erhaltenen Niederschlag, der noch anorganische 
Phosphorsaure, Eisen usw. enthalt, zu verwenden. Der Hg-Niederschlag 
wird in Wasser suspendiert, entquecksilbert, die Lésung durchluftet, mit 
Baryt neutralisiert und der Ba-Niederschlag in ein entsprechend gro8es 
Reagenzglas gebracht; die Reste lést man mit wenig HCl und gibt sie zur 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 196, 49, 1928. 
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Hauptmenge. Nach Zufiigen von iiberschiissigem Ba-Acetat wird mii 
Ammoniak versetzt, bis Phenolphthaleinpapier eben gerétet wird 
Es muB iiberschiissiges Alkali zugegen sein, da bei der Spaltung der Adeny! 
pyrophosphorsiure neue Saéuregruppen auftreten, die die Reaktion nach 
der sauren Seite verschieben, wo dann noch andere Spaltungsvorgiang: 
stattfinden kénnen. Das Ba-Adenylpyrophosphat, das jetzt eine dick: 
Suspension bildet, wird in dem zugeschmolzenen ReagenzgefiB  etwa 
5 bis 10 Minuten im siedenden Wasserbad erhitzt. Diese Hydrolysezeit 
ist zumeist ausreichend, um die Hydrolyse zu Ende zu fiihren, die neben 
der [H] auch noch von dem Verteilungszustand abzuhiangen scheint. 
Der Grad der Spaltung wird gegebenenfalls kontrolliert, indem man eine 
Probe des Hydrolysats entnimmt, zentrifugiert, den unléslichen Antei! 
in wenig verdiinnter HCl lést, wieder neutralisiert und die beiden Lésungen 
vereinigt. Die abgespaltene Adenylsiure geht hierbei als leicht lésliches 
Ba-Salz in Lésung. Durch Bestimmung des anorganischen Phosphats, 
des nach 7 Minuten in n HCl bei 100° abgespaltenen und des Gesamt-P 
nach Veraschung im Niederschlag und in der Lésung wird die Verteilung 
des leicht und schwer hydrolysierbaren P ermittelt. 

Zur Aufarbeitung der Hauptmenge verfaihrt man in derselben Weise, 
indem man durch wiederholtes Auflésen und anschlieBendes Neutralisieren 
die Adenylséure als lésliches Ba-Salz abtrennt. Die vereinigten und genau 
neutralisierten Lésungen werden auf dem Wasserbad mit dem Féhn ein- 
geengt. mit Baryt auf ein pq von etwa 8,5 gebracht und mit dem doppelten 
Volumen 95 °,igen Alkohols gefallt. Der Niederschlag wird nach dem Zentri- 
fugieren mehrmals mit wenig Wasser extrahiert, vom Unldéslichen (haupt- 
siichlich Ba-Phosphat) abzentrifugiert und die Lésung nochmals mit Alkoho! 
gefallt, die Faillung in wenig Wasser aufgenommen, mit Schwefelsiure in 
geringem Uberschu8 Ba-frei gemacht und die saure Lésung im evakuierten 
CaCl,-Exsikkator bis zur reichlichen Kristallbildung eingeengt. Zur Ver- 
vollstandigung der Fallung versetzt man allmahlich mit demselben bis 
doppelten Volumen absoluten Alkohols, wobei zunidchst eine Triibung auf- 
tritt, die sich in der Kalte bald kristallinisch abscheidet. Die Kristalle 
werden abgesaugt, in warmem Wasser gelést und aus verdiinntem Alkohol 
oder Wasser mehrmals umkristallisiert. Aus den alkoholischen Mutter- 
laugen kann man mit Ather weitere Mengen Adenylsiure gewinnen. 

Aus dem Ba-unléslichen Anteil des Hydrolysats gewinnt man die Pyro- 
phosphorsaure, indem man in HCl lést und die stark saure Lésung tropfen- 
weise mit einer 30 °,,igen Na-Acetatlésung versetzt, bis sich ein Niederschlag 
bildet. Nach kurzem Stehen im Zimmer wird die zuniachst flockige volumi- 
nése Fallung kompakt, das abgeschiedene saure Ba-Pyrophosphat wird 
umgefallt und als Na-Salz usw. in der friiher beschriebenen Weise, sowie 
durch die Farbreaktion von Davenport und Sachs", die allerdings nicht sehr 
spezifisch ist, charakterisiert. 

Fiir die alleinige Gewinnung der Adenylsiure ist es vielleicht empfehlens- 
werter, die Adenylpyrophosphorsiure mit Ca(OH), zu spalten. Auch hier 
kann ohne weiteres die erste Quecksilbernitratfaillung benutzt werden. 
Nach dem Entquecksilbern wird die durchliiftete Lésung mit Ca(OH), 
neutralisiert, das abzentrifugierte Ca-Salz mit einer 10° igen Ca(OQH),- 
Suspension im UberschuB verriihrt und ein bis zwei Tage im Zimmer stehen 


1 H. A. Davenport u. Sachs, Journ. of biol. Chem. 81, 469, 1929; H. A. 
Davenport, H.H. Dixon u. S. W. Ranson, ebendaselbst 88, 741, 1929. 
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gelassen. Im Gegensatz zur Ba-Hydrolyse, wo nur wenig Pyrophosphat zu 
anorganischer Phosphorsiure aufgespalten wird, entsteht diese hier fast 
ausschlieBlich, so daB nach beendigter Spaltung kein oder nur wenig leicht 
hydrolysierbares Phosphat mehr nachweisbar ist. (Dies beruht auf einer 
spezifischen Wirkung des Calciums; wahrend anorganisches Pyrophosphat 
auch in 2n NaOH bei Zimmertemperatur durchaus bestiindig ist, wird es 
n einer Ca(OH),-Suspension in zwei Stunden bei Zimmertemperatur 
zu 25 bis 30°, aufgespalten. Auch das Adenylpyrophosphat ist in atz- 
alkalischen Lésungen bei Zimmertemperatur verhaltnismaBig bestiandig. ) 
Die Weiterverarbeitung auf Adenylsaiure erfolgt nach denselben Gesichts- 
punkten, wie sie fiir die Ba-Hydrolyse beschrieben sind. Zur restlosen 
Entfernung des Ca wird der mit Alkohol erhaltene Ca-Niederschlag in wenig 
Wasser gelést und das Ca mit der eben ausreichenden Menge Oxalsiiure 
unter Zusatz von wenig Na-Acetat gefallt. Aus der Lésung wird dann 
die Adenylsiure mit Hg-Acetat oder Pb-Acetat bei neutraler Reaktion 
niedergeschlagen, der Niederschlag gewaschen und mit H,S zersetzt. 
Die durchliiftete Lésung wird zur Kristallisation eingeengt. 














Uber die Einwirkung von ultraviolettem Licht 
auf einige organische Geruchsstoffe. 


Von 
Siegfried Michael, Berlin. 


(Aus dem Schweizerischen Forschungsinstitut fiir Hochgebirgsklima und 
Tuberkulose in Davos.) 


(Eingegangen am 26. Februar 1931.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Von dem Spektrum der Sonne und anderer irdischer und kosmischet 
Lichtquellen sind es besonders die Strahlen des kurzwelligen violetten 
und ultravioletten Gebietes, welche trotz relativ geringer Intensitit 
durch Abgabe ihrer Energie an lebende und tote Materie der Erde 
wichtige und bedeutende photochemische Effekte hervorrufen. Mit 
der Untersuchung chemischer Wirkungen, besonders des ultravioletten 
Strahlungsgebietes auf organische und anorganische Stoffe haben sich 
seit langer Zeit zahlreiche Forscher befaBt. In vielen Fallen, zuma! 
bei organischen Substanzen, war es méglich, bei lange dauernder Be. 
strahlung (gelegentlich bis zu 6 Monaten) Umsetzungen festzustellen 
und einzelne Umsetzungsprodukte zu fassen. 

Auch von physikalischen Gesichtspunkten aus, zum Zwecke det 
quantitativen Messung der Strahlung, wurde gelegentlich von solchen 
photochemischen Wirkungen Gebrauch gemacht. Uber den Chemismus 
der Umsetzungen und die Natur der ersten Umsetzungsprodukte wat 
besonders bei kurzer Bestrahlung, in vielen Fallen keine Klarheit zu 
gewinnen, da die Menge der neu gebildeten Stoffe imeist sehr klein ist 

Um eine Methode zu schaffen, soleche Vorginge in ihrem Ablau! 
und ihrer GréBe bestimmen zu kénnen, wurde von mir die Untersuchung 
der Verinderung des Geruches einiger typischer organischer Geruchs- 
stoffe durch Ultraviolettstrahlung in Angriff genommen. Eine solchi 
Arbeitsrichtung hat aus zwei Griinden besonderes Interesse: Einma! 
ist die iiherwiegende Mehrzahl der Geruchsstoffe farblos, ihre Absorption 
des Lichtes liegt also, soweit vorhanden, fast durchweg im Ultraviolett 
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Kine Einwirkung chemischer oder physikalischer Art wird also nur 
im Ultraviolett zu erwarten sein. Zum anderen |aBt eine solche Unter- 
suchung wichtige Aufklarung tiiber das Wesen des Geruches organischer 
Stoffe erwarten. 


Die Geruchsstoffe lassen sich, wie es 2. von Hornbostel vorschlagt, 
unter AuBerachtlassung aller sonstigen Eigenschaften (etwa wie ,,Keton- 
geruch*, ,,Estergeruch’’ usw.) nach dem Grade ihrer ,,Helligkeit* 
ordnen, womit am Geruch dieselbe Kigenschaft gemeint ist, die wir 
bei Farben und Ténen mit den Ausdriicken ,,hell‘‘ und ,,dunkel‘’ be- 
zeichnen?. Dann zeigt es sich, daB die ,,hellsten‘‘ organischen Stoffe, 
z. B. aliphatische Kohlenwasserstoffe (Pentan, Hexan), einfache 
Alkohole (Methyl, Athylalkohol), Absorption nur im auBersten kurz- 
welligen Ultraviolett besitzen; mit Eintritt von Doppelbindungen, 
tingbildung usw. (Aldehyde, Ketone, ungesittigte Kohlenwasser- 
stoffe) riickt gleichzeitig mit ,,Dunkler‘“‘werden des Geruches die 
Absorption in den langwelligeren Bereich des Ultravioletts. 


Die Ultraviolettbestrahlung solcher ,,dunkler‘‘ Geruchsstoffe in 
der Gegend ihrer Hauptabsorption (400 bis 250 mu) wird also mit 
groBer Wahrscheinlichkeit zu photochemischer Einwirkung und damit 
zu Verinderung des Geruchs fiihren. 


An einigen Beispielen wurden solche Veradnderungen qualitativ 
und quantitativ bestimmt und einige SchluBfolgerungen aus dem 
Verhalten der verschiedenen Stoffe gezogen. 


Versuche. 


Art der Bestrahlung. Die Bestrahlung geschah teils an der Sonne 
waihrend des Monats Januar in Davos, teils mit einer Quecksilberquarz- 
lampe (Hanau). Die zu bestrahlenden Stoffe wurden in verschlossenen 
Quarzreagenzglisern dem Strahler ausgesetzt. Die Substanzen wurden 
simtlich ohne Lésungsmittel bestrahlt, um Reaktionen mit diesem, wie 
sie sonst stets beobachtet werden, auszuschlieBen. Zur Kontrolle wurden je- 
weils GlasgefiBe mit denselben Stoffen unter denselben Bedingungen 
bestrahlt. Die Geruchs,,helligkeit‘‘ der bestrahlten und unbestrahlten 
Substanzen wurde jeweils von mehreren Personen unabhingig voneinander 
verglichen. Die Ergebnisse der Geruchspriifung fielen insofern gleichmaBig 
aus, als die von den Beobachtern gefundenen Geruchsiinderungen stets 
in der gleichen Richtung lagen. 


1 Beziiglich der genauen Erliuterung und Begriindung des Begriffs 
der ,,Helligkeit’‘ von Geriichen verweise ich auf eine in Kiirze erscheinende 
Arbeit von E.von Hornbostel iiber ,,Geruchshelligkeit’. Um eine An- 
schauung von der als ,,hell“‘ bzw. ,,dunkel*‘ bezeichneten Geruchseigenschaft 
zu gewinnen, sei dem Leser empfohlen zu vergleichen: Athylalkohol (,,hell“*)— 
Phenol (,,dunkel‘‘); Athylalkohol (,,hell‘‘) — Kresol (,,dunkel); Hexan 
(,,hell*) — Benzol (,,dunkel*‘). 


Biochemische Zeitschrift Band 233. 31 
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A. Qualitative Versuche. 

Einige typische Geruchsstoffe, deren Absorption bekannt ist, wurden 
bestrahlt: 2 bis 4 Stunden mit der Lampe in 55cm Abstand oder 1 Tag 
= 5 Stunden an der Sonne. Der Abstand von der Lampe wurde so gering 
gewahlit, um auch wahrend kurzer Bestrahlungszeiten schon erkennbare 
Einwirkung zu erzielen. 

1. Ketone. (Absorption bei etwa 375 bis 240 my, Maximum bei 272 my.) 

a) Aliphatische und gemischt aromatische Ketone werden bei der Be 
strahlung in ihrem Geruch ,,heller*. Bildung von Acetaldehyd. Nachweis 
durch Reaktion mit fuchsinschwefliger Saure und typischen Geruch. Das 
Auftreten von Acetaldehyd steht nicht im Widerspruch zu der Beobachtung 
von Ciamician und Silber', daB bei der Bestrahlung von Aceton in wisseriger 
Lésung Essigsiiure und Methan entsteht, da bei reinem Aceton die Méglich.- 
keit der Reaktion mit dem Lésungsmittel wegfallt. 

Gepriift: Aceton, Methylithylketon, Acetophenon. 

b) Aromatische Ketone werden ,,dunkler‘‘ im Geruch. 

Gepriift: Benzophenon. 

2. Ester (Absorption bei etwa 350 bis 320 my) werden ,,dunkler“ 
im Geruch. Verseifung. 

Gepriift: Essigsaures Athyl, essigsaures Octyl. 

3. Aromatische Kohlenwasserstoffe (Absorption bei etwa 280 bis 190 mu, 
mit mehreren Maximis) werden ,,dunkler“‘ im Geruch. Zersetzungsprodukt: 
bisher nicht identifiziert. Keine Phenol- und Aldehydreaktionen. 

Jepriift: Benzol, Toluol, p-Xylol, Naphthalin. 

4. Ketosdureester (Absorption etwa 330 bis 210 my, Maximum bei etwa 
240 mu). Bei kurzer Bestrahlung ,,Dunkler‘‘werden des Geruchs, das beim 
Stehen iiber Nacht fast véllig riickgangig wird. Vermutlich Verschiebung 
des Keto-Enol-Gleichgewichts. 

Geprift: Acetessigester. 

5. Cumarin, als Lacton einer der ,.hellsten‘‘ Geruchsstoffe, wird 
»dunkler“ im Geruch. Bildung von Hydrodicumarin? (vgl. Ciamicia: 
und Silber ?). 


Bei allen untersuchten Substanzen wurde beobachtet, daB die 
chemische und die Geruchséinderung mit der Dauer der Bestrahlung 
zunahmen. 

Die Anderungen, welche die Sonnenbestrahlung hervorrief, waren 
meist kleiner als die durch kiirzere Bestrahlung mit der Lampe. Die~ 
Erscheinung ist auf die wihrend der Wintermonate auch im Gebirg 
geringe Ultraviolettintensitét des Sonnenlichtes zuriickzufitihren. 


B. Quantitative Versuche. 


Um die Umsetzungen der bestrahlten Stoffe in ihrer Beziehung 
zur Art und Dauer der Bestrahlung naher kennzeichnen zu kénnen, 
war es notwendig, den Grad der Umsetzung quantitativ zu messen. 
Sofern bei einem ProzeB Zersetzungsprodukte bekannt sind, ist es 


1 Ber. 36, 1575. 
2 Ber. 35, 4128. 
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unter Umstanden méglich, durch deren quantitative chemische Be- 
stimmung die GréBe der Zersetzung zu messen. Dies war z. B. bei 
Aceton der Fall, wo die kolorimetrische Messung der Farbreaktion des 
entstandenen Acetaldehyds mit fuchsinschwefliger Saiure zum Ziele 
filhrt?, nicht aber z. b. bei Benzol, bei welchem einstweilen die Art der 
Zersetzung chemisch noch nicht erkannt war. 

Es wurde deshalb eine Methode ausgearbeitet, die es gestattet, die 
Verainderung des Geruchs quantitativ zu bestimmen. Die Methode 
beruht auf folgender einfacher Uberlegung: Wenn ein Stoff durch die 
Bestrahlung ,,heller‘’ im Geruch geworden ist, als er vorher war, so 
ist ihm so viel eines anderen, ,,dunkler“ riechenden Stoffes zuzusetzen 
bis Gleichheit der ,,Geruchshelligkeit‘“’ von bestrahltem Stoff und 
unbestrahlter Kontrolle erreicht ist. Die Menge des zugefiigten 
dunkleren Stoffes ist direkt ein MaB fiir die GréBe der Geruchsinderung 
und damit der chemischen Zersetzung. Analog ist umgekehrt bei 
..Dunklerwerden“ durch Bestrahlung ein ,,hellerer‘* Stoff zuzusetzen. 
Voraussetzung fiir diese Methode ist nur, daB die verwendeten Stoffe 
chemisch nicht miteinander reagieren und daB in solchen Gemischen 
der Geruch sich proportional dem Verhaltnis der beiden Stoffe andert. 
Die erste Bedingung 14Bt sich durch passende Wahl der zuzusetzenden 
Stoffe erfiillen. Am besten verwendet man dazu Kohlenwasserstoffe, 
die gegen alle organischen K6rper verhaltnismaBig am indifferentesten 
sind. Da8B die zweite Bedingung ebenfalls erfiillt ist, lieB sich an 
folgendem Modellversuch beweisen: 

Zu drei Proben von 20 cem reinem Aceton wurden 5, 10 bzw. 20 eem 
reines Methylithylketon zugefiigt. Der Geruch dieser drei Mischungen 
war ,,heller** als der von einer Kontrollprobe von reinem Aceton. In jede 
der Mischungen wurde nun tropfenweise reines Benzol gegeben und nach 
Zusatz jeden Tropfens die Geruchshelligkeit der Mischung mit der von 
reinem Aceton verglichen, bis Gleichheit der Geruchshelligkeit eingetreten 
war. Dazu wurden fiir die Gemische aus 


20 cem Aceton und 5 ccm Methylaithylketon . . . 0,1 cem Benzol 

20 ,, » “— 9 oo «ee oe % 

20 ;, ”» » 20 4, 9% «+ oO os 
gebraucht. 


Die Methode lieB sich noch dadurch verfeinern, daB man als ,,ver- 
dunkelnden“ Zusatz nicht den reinen ,,dunkleren’’ Kohlenwasserstoff 
zusetzte, sondern ein Gemisch von unbestrahlter Substanz und dem 
Kohlenwasserstoff. Dadurch wird, ahnlich wie bei chemischer ‘litration 
mit verdiinnten Lésungen, die Stufenzahl, in der der Umschlagspunkt 
erreicht wird, vergréBert. 

Der Grad der Geruchsanderung von bestrahltem Aceton, das, wie 
oben erwahnt, ,,heller‘. als unbestrahltes Aceton ist, sollte z. B. ge- 


1 Vgl. M. Bender, Meteorol. Zeitschr. 1930, 8. 285. 
31* 
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messen werden. Als ,,verdunke!ndes‘’ Agens wurde Benzol gewahlt 
Der bestrahlten Lésung wurde nun nicht reines Benzol zugesetzt, 
sondern ein Gemisch von 5 Teilen Benzol und 95 Teilen Aceton, also 
gewissermaben eine verdiinnte Lésung von Benzol in Aceton. Von 
dieser ,,Titrationslésung’ wurde so viel zu dem bestrahlten Aceto) 
zugesetzt, bis Gleichheit der Geruchshelligkeit mit reinem Aceton 
erreicht war. Bei Anwendung solcher verdiinnten Lésungen werden 
gut meBbare Werte erhalten!. 

Mit Hilfe dieser ,,Geruchstitration’’ wurde die Zersetzung einige: 
Geruchsstoffe studiert. 

Es seien hier die zwei charakteristischen Beispiele von <Aceton 
und Benzol beschrieben. 

1. Aceton (Abb. 1). 

Wie bei den qualitativen Versuchen wurden je 5 ccm reinstes Aceton 

im Quarzréhrchen bestrahlt. In einem Falle wurde 5 Stunden an der Sonne 


bestrahlt, in den anderen Fallen mit der Quecksilberlampe in 55 em Abstand. 
Die Dauer der Bestrahlung variierte dabei von 2 bis 12 Stunden. 
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Abb. 1. Aceton. 


S 


Je 4cem der Lésungen wurden mit 5 °%,iger Lésung von Benzol in Aceton 
titriert, bis Helligkeitsgleichheit mit reinem Aceton erreicht war. Dabei 
wurden die 4 ccm bestrahltes Aceton in ein kleines Becherglaschen gegeben. 


1 Da es sich bei der Titration um die Beobachtung der Geruchs- 
,helligkeit“, nicht der Qualitaiten handelt, kommt es, wenigstens nach 
meinen bisherigen Erfahrungen, nicht darauf an, ob aus dem Gemischi 
die Komponenten herausgerochen werden oder nicht (vgl. E. v. Skramlik, 
Handb. d. Physiologie der niederen Sinne 1926, 8. 234ff.). 
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in ein anderes eine beliebige Menge reines Aceton, dann wurde unter 
lauernder Vergleichung des Geruchs die Titrationslésung aus einer Biirette 
zugetropft. In Abb. 1 sind in Kurve a die Anzahl Kubikzentimeter Ti- 
trationslésung bei der jeweiligen*Bestrahlungsdauer als Ma des Zer- 
setzungsgrades aufgetragen. 

Zur Kontrolle wurde in je 0,5 cem der Lésungen der Aldehydgehalt 
mittels fuchsinschwefliger Saéure gegen eine bekannte Acetaldehydlésung 
kolorimetrisch gemessen. In Abb. 1 sind in Kurve b Zehntel Prozent 
\ldehyd bei der jeweiligen Bestrahlungsdauer aufgetragen. 

Durch Vergleich der beiden Kurven ist zu sehen, da®B der ,.Gang*‘ 
des Prozesses von beiden MeBmethoden etwa gleich wiedergegeben wird, 
obwohl ein zahlenmaBiger Vergleich der beiden Kurven infolge der ver- 
schiedenen MaBsysteme nicht méglich ist. Der Aldehydgehalt der Lésungen 
betragt, wie ersichtlich, 0,05 bis 0,15°,. Der einzeln eingetragene Wert 
bedeutet die Zersetzung durch eintigige Sonnenbestrahlung. Es ist er- 
sichtlich, daB die Wirkung auf Aceton die Halfte einer zweistiindigen 
Lampenbestrahlung betrigt (vgl. dagegen Benzol!). 

Bemerkenswert hierbei ist, daB die Aldehydmenge nicht konti- 
nuierlich steigt oder sich bis zu einem bestimmten Niveau erhebt, um 
dann konstant zu bleiben, sondern daB ersichtlich in rhythmischer Folge 
Aldehyd gebildet wird, dieser dann weiteren Umsetzungen verfillt 
(liber deren Natur einstweilen nichts auszusagen ist) und dann von 
neuem Aldehyd gebildet wird. Eine solche Erscheinung hat auch 
M. Bender beobachtet (l.c.), die zeigte, daB die Aldehydbildung bis 
zu einem gewissen Punkte linear verliuft, dann die Aldehydmenge 
stark absinkt, um dann wieder anzusteigen. 

Aus diesem Beispiel ist zu folgern, daB es gestattet ist, bei Be- 
strahlung von organischen Substanzen die Geruchsverainderung als 
MaB fiir die chemische Zersetzung und damit fiir die Strahlung anzu- 
sehen. Es wird damit auch méglich, eine chemische Umsetzung messend 
zu verfolgen, ohne da’ deren Chemismus eS 
bekannt ist. 

Es wurde daher, ohne Kenntnis des 
Chemismus der Zersetzung, die Kurve der 
Geruchsverinderung durch Bestrahlung am 
Benzol aufgenommen. 


ccm Toluo/ -ls@. 
is 
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2. Benzol (Abb. 2). ¢ Stunden 
Die Bestrahlung geschah in derselben Weise sts Went. 


wie bei Aceton. Als Titrationsmittel diente ein 
Gemisch von 20 Teilen Toluol und 80 Teilen Benzol. (N. B. Titra- 
tion, umgekehrt wie bei Aceton, mit ,,hellerer‘‘ Titrationslésung!) 

Die Zahlen der Ordinatenachse bedeuten Anzahl Kubikzentimeter 
Titrationslésung fiir je 5 cem bestrahlte Substanz. 

Aus der Abbildung ist ersichtlich, daB der ZersetzungsprozeB bei 
Benzol in ahnlicher Weise verliuft wie bei Aceton, auch der rhythmische 
Gang ist angedeutet. Aus diuBeren Griinden konnte die Bestrahlungsdauer 
nur auf 8 Stunden ausgedehnt werden. 
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Bemerkenswerterweise ist bei Benzol die Wirkung der Sonnen 
bestrahlung, zugleich mit der Bestrahlung des Acetons vorgenommen, 
etwas gréBer als die von zweistiindiger Lampenbestrahlung (der einzeln 
eingetragene Wert bei 5 Stunden in Abb. 2), die Wirkung der Sonne 
ist also auf Benzol etwa doppelt so groB als auf Aceton. Diese Ver- 
schiedenheit erklart sich wohl aus den verschiedenen Adsorptions- 
bereichen von Benzol und Aceton. 


3. Bestrahlung mit Strahlen verschiedener Wellenldngen. 


Um den EinfluB der verschiedenen Ultraviolettbereiche kennenzu- 
lernen, wurde die Bestrahlung unter Vorschaltung von zwei Glasfiltern 
vorgenommen. 

Filter Nr. 1 absorbierte alle Strahlen kiirzer als 320 mp, 
2 350 my. 


Bei Aceton wurde bei vierstiindiger Bestrahlung 
die Wirkung durch Filter 1 auf !/,, 


» 1 


a a * a ar es 
herabgesetzt. 
Bei Benzol wurde bei vierstiindiger Bestrahlung 
die Wirkung durch Filter 1 auf */, 
9 1 


is s tae ae ee 
herabgesetzt. Auch hier wird die verschiedene Empfindlichkeit der beiden 
Stoffe gegen verschiedene Wellenlingen ersichtlich. 

Methylithylketon dagegen, das sonst wie Aceton durch Bestrahlung 
, heller*‘ im Geruch wird, wird bei Vorschaltung von Filter 1 oder 2,,dunkler“. 
Hier miissen also andere chemische Umsetzungen vor sich gehen. Deren 
Aufklirung mu8 weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


Bemerkung. 


Die oben geschilderte Methode der ,,Geruchstitration‘’ scheint all- 
gemeinerer Anwendung fihig. Sie wird zur schnellen analytischen Be- 
stimmung von Gemischen chemisch ahnlicher Stoffe (Isomere, Homologe 
und dergleichen) brauchbar sein, sowie zum ersten Male eine systematische 
zahlenmiBige Klagsifizierung der Geruchsstoffe erméglichen. 

Die Ausarbeitung solcher Verfahren sowie die Bestimmung der Genauig- 
keit und Empfindlichkeit der Methode ist in Angriff genommen. 


Zusammenfassung. 
Die Einwirkung von ultraviolettem Licht auf einige Geruchsstoffe 
wird gepriift. 
Zur Charakterisierung der Geruchsstoffe wird der Begriff der 
,,Geruchshelligkeit eingefiihrt. 
Die ,,Geruchshelligkeit“ andert sich durch Bestrahlung infolge 
bestimmter chemischer Umsetzungen in fiir jede Kérperklasse typischer 


Weise. 
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Die Zersetzung, und damit die Geruchsanderung, ist abhingig von 
der Art und Dauer der Bestrahlung. 

Es wird eine titrimetrische Methode zur quantitativen Bestimmung 
der Geruchsinderung angegeben (,,Geruchstitration*). 

Die Messung der chemischen Umsetzung durch kolorimetrische 
Methoden und durch Geruchstitration gibt parallel verlaufende Werte. 

\m Beispiel von Aceton und Benzol wird gezeigt, daB die Zer- 
setzung unter abwechselnder Bildung und Weiterumwandlung von 
Zwischenprodukten in rhythmischer Folge vor sich geht. 

Bei Bestrahlung mit dem langwelligen Teil des Ultravioletts ist 
die chemische Wirkung schwiacher als bei Bestrahlung mit dem ganzen 
Ultraviolett. Bei einzelnen Stoffen (Methylathylketon) scheinen unter 
diesen Verhaltnissen andere chemische Umsetzungen stattzufinden. 

Die Messung der Geruchsainderung durch Bestrahlung stellt ein 
wertvolles Hilfsmittel zur Charakterisierung und Messung von Ultra- 
violettstrahlung und ihren chemischen Wirkungen dar. 

Die Methode der ,,Geruchstitration’‘ erscheint fiir chemisch- 
analytische Probleme verwertbar. 


Zum SchluB ist es mir eine angenehme Pflicht, auch an dieser Stelle 
Herrn Prof. A. Loewy, dem Direktor des Forschungsinstituts in Davos, 
fiir sein wohlwollendes und hilfsbereites Entgegenkommen, mit welchem 
er mir Arbeitsméglichkeit in seinem Institut zur Verfiigung gestellt hat, 
sowie fiir das groBe Interesse, das er dieser Arbeit entgegengebracht hat, 
meinen aufrichtigen Dank auszusprechen. 
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Studien iiber die Kohlensiureabspaltung 
der Brenztraubensiure. 


II. Mitteilung: 


Methode zur Bestimmung von Kohlensiure bei kinetischen Untersuchungen. 


Von 
Uno Boklund. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lund.) 
(Eingegangen am 26. Februar 1931.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


In einer friiheren Mitteilung' hat der Verfasser einige orientierende 
Versuche beschrieben, Brenztraubensaure durch wohldefinierte chemisch« 
Verbindungen katalytisch zu decarboxylieren. Die dabei ausgefiihrten 
Versuche zeigten, daB Brenztraubensaure sich mit Hilfe verschiedener 
Aminoverbindungen katalytisch in Kohlendioxyd und Acetaldehyd 
zerlegen 1aBt, und daB diese Decarboxylierung auch in verdiinnten 
wasserigen Lésungen bei normaler Temperatur stattfindet. Die Wasser- 
stoffionenkonzentration ist fiir die GréBe der Katalyse ausschlag- 
gebend, da diese wohldefinierten Katalysatoren bei einer bestimmten 
Wasserstoffionenkonzentration ein Wirkungsoptimum besitzen. Die 
beschriebenen Reaktionen bieten daher gewisse Ahnlichkeiten mit den 
enzymatischen Reaktionen, besonders mit der enzymatischen Decarb- 
oxylierung der Brenztraubenséure durch Carboxylase. 


Um diese enzymatischen Modellreaktionen, die unter Kohlen 
sdureabspaltung verlaufen, naher studieren und _ reaktionskinetisc!: 
analysieren zu kénnen, braucht man eine Methode, die eine schnelle 
und hinreichend genaue Messung des entwickelten Kohlendioxyds 
erlaubt. 


1 Diese Zeitschr. 226, 56, 1930. 
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Zu diesem Zwecke sind bereits mehrere Verfahren beschrieben, 
z. B. die von Raymond und Winegarden! angegebene elektrometrische 
Titrierung und die manometrische Methode, die Heuberger® fiir seine 
Studien tiber die Kohlenséureabspaltung der Nitroessigséure verwendet 
hat. Beide versagen aber in alkalischem Medium. 


Fir Untersuchungen, die sich iiber die ganze py-Skala ausdehnen 
und wo es wiinschenswert ist, dieselbe Bestimmungsmethodik in saurer 
und alkalischer Lésung verwenden zu kénnen, hat man daher gewohnlich 
folgendemaBen verfahren: 

In das ReaktionsgefaB wird ein Reagenzglischen mit kohlensaure- 
freier Lauge von solcher Starke hingestellt, daB man bei dem Unterbrechen 
der Reaktion alle entwickelte Kohlensiéiure als Carbonat binden und die 
ganze Probelésung zu alkalischer Reaktion iiberfiihren kann. Dann 
bestimmt man das gebildete Carbonat mit Hilfe der Vakuummethode 
von Westerberg* dadurch, daB man eine abgemessene Menge der zu _be- 
stimmenden Fliissigkeit in die Zersetzungskolben der Westerbergschen 
Apparatur pipettiert, die Kohlensiure durch Zusatz einer nicht fliichtigen 
Saéure im Uberschu8 in Freiheit setzt, durch Kochen bei reduziertem Druck 
austreibt und in Baryt auffaingt. Durch Zuriicktitrieren des unverbrauchten 
Baryts wird dann die entwickelte Menge CO, ermittelt. Smith und Wode* 
haben Westerbergs Methode nachgepriift und durch Kontrollproben mit 
chemisch reinem Bicarbonat gezeigt, daB man unter nétigen Vorsichts- 
maBnahmen genaue Resultate (+ 0,5°,) erhalt. 

Die Brauchbarkeit der Methodik bei kinetischen Messungen hangt 
vor allem davon ab, inwiefern die Reaktionsgeschwindigkeit durch 
Uberfithren der Probelésung zu alkalischer Reaktion heruntergebracht 
werden kann, was durch Vorversuche untersucht werden mub. Gesetzt, 
daB die Reaktion dadurch ,,getétet“* werden kann, so daB die inzwischen 
gebildete Kohlensiuremenge die GréBenordnung der Versuchsfehler 
nicht erreicht, dann mu’ man untersuchen, inwiefern dasselbe gilt 
bei der Austreibung der Kohlensaure aus der Probelésung durch Saure. 
Mithin wird die Reaktionsgeschwindigkeit in saurer Lésung in letzter 
Linie fiir die Verwendbarkeit der Methode bestimmend. Manchmal 
gelingt es, bei Zimmertemperatur die Kohlensiureabspaltung inner- 
halb solcher Grenzen zu halten, daB man Zeit hat, eine Be- 
stimmung auszufiihren, aber offenbar schreitet die Reaktion mit 
bedeutend erhéhter Geschwindigkeit fort, wenn man nach Wester- 
bergs Vorschrift die Probelésung bei vermindertem Druck kocht, 
um die letzten Spuren Kohlensaéure zu vertreiben. Gerade diese 
Erwairmung beschrankt die Verwendbarkeit der Westerbergschen 


1 Raymond u. Winegarden, Journ. of biol. Chem. 74, 189, 1927. 


* J. Heuberger, Dissertation Upsala 1928. 
3 Westerberg, Svensk Tekn. Tidskrift 40, 49, 1910. 
4 Smith och Wode, Svensk Kemisk Tidskrift 39, 63, 1927. 
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Methodik bei kinetischen Untersuchungen. Daher habe ich fiir 
meine Versuche iiber die Kohlenséureabspaltung verschiedener 
Carbonséiuren unter variierenden Bedingungen folgende Versuchs- 
anordnung verwendet : 


Durch Erlenmeyer-Pyrexkolben von 150 cem Volumen wird kohlen- 
séurefreie Luft durchgeblasen. In jeden Kolben wird ein kurzes Probe- 
glaschen mit hinreichender Menge kohlenséurefreier Natronlauge hinein- 
gesetzt, um nachher die Probelésung zu alkalischer Reaktion zu iiberfiihren. 
Wenn Puffermischungen im Versuch verwendet werden sollen, werden 
diese einpipettiert, die Kolben mit paraffinierten Korken geschlossen 
und eine Stunde im Thermostaten vorgewairmt. Die ebenfalls temperierte 
Carbonséurelésung, deren Kohlenséureabspaltung gemessen werden soll, 
wird mit einer Pipette zugefiigt und die Zeit des ZuflieBenlassens durch 
Anstellen einer Stoppuhr markiert. Nach Umschiitteln 
des Kolbeninhaltes wird warmes Paraffin tiber die ein- 
gesetzten Korken gegossen. Wenn die Reaktion unter- 
brochen werden soll, nimmt man den Kolben aus dem 
Thermostaten heraus, halt ihn schrig, so da die 
Natronlauge von dem Probegliaschen in die Versuchs- 
lésung hineinflieBt. Der Kolben wird dann ein paar 
Minuten energisch durchgeschiittelt, um alles entwickelte 
Kohlendioxyd sicher zu absorbieren. 


Zur Bestimmung des gebildeten Carbonats habe 
ich den in Abb. 1 schematisch skizzierten Apparat 
verwendet. 


Der Aufsatz A besteht aus dem AbsorptionsgefaB a 
und der Kugelréhre b, die vermittelst eines Vakuum- 
schlauches mit der in der unteren Miindungsréhre des 
AbsorptionsgefaiBes eingeschmolzenen Réhre c verbunden 
ist. Durch den Kautschukstépsel d kann man das ganze 
mittels eines einfachen und schnell auszufiihrenden 
Handgriffes auf denjenigen Kolben, dessen Inhalt unter- 
sucht werden soll, applizieren. Das AbsorptionsgefaS 
sowie die Kugelréhre nebst ihrer Verlingerung unten, 
wird vor jeder Bestimmung mit kohlenséurefreier Luft 
durchblasen. Mittels einer Biirette mit langer Spitze 
wird nun das AbsorptionsgefaB mit n/10 Barytlauge in 
so groBem UberschuS8 beschickt, daB héchstens 60 bis 
65% ausgenutzt werden. Der Kautschukstépsel wird 

Abb. 1. mit etwas Vakuumfett eingefettet und gleichzeitig, wenn 

der paraffinierte Kork des Erlenmeyer-Kolbens ab- 
genommen wird, setzt man sofort und schnell den Aufsatz auf. Die 
Schraubenklemme e wird fest zugeschraubt, und die Kugelréhre wird mit 
ausgekochter verdiinnter Schwefelsiure beschickt in hinreichendem Uber- 
schuB, um den Kolbeninhalt sauer zu machen. Die obere Miindung der 
Kugelréhre wird nun mit einer Leitung fiir kohlenséiurefreie Luft verbunden, 
und an der oberen Miindung des AbsorptionsgefaBes wird ein Vakuum- 
schlauch angesetzt, der in Verbindung steht mit einer Gaede-Kapsel6l- 
pumpe, welche gegen Wasserdampf geschiitzt wird durch einen in die 
Leitung eingeschalteten Trockenturm. 
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Man 1laé8t nun die Pumpe eine Minute arbeiten, worauf die Temperatur 
anfangt zu sinken, faihrt damit eine halbe bis eine Minute weiter fort und 
schraubt nachher die Schraubenklemme / zu. Dann macht man die Klemme 
e vorsichtig loser, wodurch die Schwefelséiure in den Erlenmeyer-Kolben 
hineingesogen und die Kohlenséure frei wird. Infolge des dadurch ent- 
stehenden Druckunterschiedes zwischen dem Kolben und dem Absorptions- 
gefaB wird sofort ein Teil der Kohlenséure hierin gesaugt, wo sie durch 
leichtes Umschiitteln zur vollstandigen Absorption gebracht wird. Der 
Druck in a wird folglich von neuem vermindert, wodurch ein weiteres 
Quantum Kohlenséure nachgesaugt und absorbiert wird usw., bis schlieSlich 
die ganze Menge Kohlendioxyd als Carbonat gefallt ist. 

Dank des andauernden niedrigen Druckes verbleibt keine Kohlensiure 
in der Probelésung. Ein kleiner Rest kann allerdings noch vorhanden 
sein in dem Erlenmeyer-Kolben, aber dadurch, da man nun die Schrauben- 
klemme e 6ffnet, verbindet man den Apparat mit der Leitung fiir die 
kohlenséurefreie Luft, welche hinzustrémt, den genannten Rest des Kohlen- 
dioxyds in das AbsorptionsgeféB treibt und den Atmosphaérendruck im 
Apparat wieder herstellt. Nach einem letzten vorsichtigen Umschiitteln kann 
darauf der Pumpenschlauch wieder entfernt werden, wonach der Baryt- 
iiberschuB direkt im AbsorptionsgefaB zuriicktitriert wird. 


Die Methodik bietet in dieser Form gewisse Vorteile, welche dazu 
beitragen, die Versuchsfehler méglichst zu vermindern: 


1. Die Erwirmung der Probelésung fallt weg. 


Statt dessen wird die Temperatur stark herabgesetzt, und die 
Reaktionsgesch windigkeit wird dadurch so sehr vermindert, daB die 
Methodik auch bei kinetischen Untersuchungen verwendbar wird. 


2. Uberfiihrung der Probelésung oder eines Teiles derselben von einem 
GefaB zum anderen kommt nicht vor. 


Dadurch fallen Messungsfehler und auch die stérende Einwirkung 
Ee: - 7* - : on.6 ” ° 
der Luftkohlensaiure bei Uberfiihrung eines Teiles der Probelésung in 
den Zersetzungskolben des Bestimmungsapparates fort. 


3. Die Titrierung geschieht unter Durchleitung kohlensiurefreier Luft. 
Hierdurch erzielt man richtigere und gleichmaBigere 'Titrierungs- 
werte, auch verhindert man vollstandig den Zutritt der Luft zu dem 
TitrierungsgefaB. 
Die Titriermethode nach Winkler oder, wie es richtiger heiBen miiBte, 
nach Pettenkofer- Trillich war mehrfach Gegenstand kritischer Unter- 
suchungen, unter anderen von Sérensen und Andersen! sowie auch Lindner ?. 


Der letztere, dessen Erfahrungen im groBen und ganzen mit den Beob- 
achtungen zusammenfallen, welche Verfasser gemacht hat, hat unter 


1 §. P. L. Sérensen u. A.C. Andersen, Zeitschr. f. anal. Chem. 47, 
279, 1908. 
2 J. Lindner, ebendaselbst 66, 305, 1925. 
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anderem darauf hingewiesen, dai die Werte fiir die Kohlenséure imme: 
etwas zu hoch ausfallen, wenn man direkt auf farblos titriert, und mit 
Riicksicht auf diese Tatsache empfiehlt er, zuerst auf schwach rot zu 
titrieren, dann das TitriergefaB etwa 10 Minuten in ein siedendes Wasserbad 
einzutauchen und erst dann zu Ende zu titrieren. Aus verschiedenen 
Griinden war dieses Verfahren bei den vorliegenden kinetischen Bestim 
mungen nicht verwendbar. Statt dessen wurde direkt auf farblos titriert 
und eine Korrektion eingefiihrt fiir den dadurch entstehenden Fehler. 
Die Korrektion wurde bestimmt durch umfangreiche Versuche (142 Kontrol! 
titrierungen) zu 0,06cem n/10 HCl, welcher Wert zu dem abgelesene: 
Salzséurevolumen addiert wurde. 

Die Indikatormenge iibt einen wesentlichen EinfluB auf das Resultat 
aus und ist daher immer genau abzumessen, und zwar 0,4 cem 0,05 %ige 
Lésung von Phenolphthalein auf 50 ccm. 


Bjerrum! hat theoretisch die Menge Bariumchlorid berechnet. 
die zuzusetzen ist, um genaue Resultate zu erzielen und dieselbe zu 
0,003 Mol Ba” pro Liter (bei oben angegebener Indikatormenge und 
Titrieren auf schwach rétlich) angegeben. 

In Ubereinstimmung mit Lindners? Erfahrungen hat der Verfasser 
doch eine gréBere Menge Bariumchlorid angewandt und diese direkt 
zu den Titrierfliissigkeiten gesetzt. Zu diesem Zwecke wurde das 
Bariumchlorid zweimal umkristallisiert, und zu jedem Liter n/10 Baryt- 
lauge wurden 10 g Salz zugesetzt, wogegen fiir jeden Liter n/10 Salz- 
sdure 30 g Salz zugesetzt wurden. 

Die Ergebnisse der neun letzten aufeinander folgenden Beleg- 
analysen beweisen die Genauigkeit der Methode. 





ow nenetiiet a. Differens lo 
35,97 14,93 14,96 — 0,03 0,2 
35,97 14,93 14,85 — 0,08 0,5 
35,97 14,93 15,01 + 0,08 0,5 

* 62,63 26,00 25,94 — 0,06 0,2 
62,63 26,00 26,10 + 0,10 0,4 
62,63 26,00 26,00 0 0 
119,59 49,64 49,52 — 0,12 0,2 
119,59 49,64 49,55 — 0,09 0,2 
119,59 49,64 49,58 — 0,06 0,1 


1 N. Bjerrum, Samml. chem. u. chem.-techn. Vortrége 21, 111, 1914. 
2 J. Lindner, a.a. O. 8S. 353 ff. 
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Einflu6 des Dijodtyrosins 
auf den hyperthyreotischen Stoffwechsel. 


Von 


I. Abelin. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Bern.) 


(Eingegangen am 11. Marz 1931.) 


Die Aufklarung des chemischen Aufbaues des Thyroxins als eines 
jodierten p-Hydroxyphenylathers des Dijodtyrosins 


Ho = S—o——» Cy. CH(NH,) COOH 


hat die alteren Versuche mit Dijodtyrosin unserem Verstandnis etwas 
niher gebracht. 


Kurze Zeit nach dem Bekanntwerden der Gudernatschen Reaktion 
wurde nachgewiesen, daB auBer den Thyreoideasubstanzen auch das 
Dijodtyrosin, das Dijodtyramin sowie eine Anzahl ihrer Derivate eine 
beschleunigte Umwandlung der Amphibienlarven zu veranlassen ver- 
mégen!. Die qualitative Wirkung dieser beiden jodhaltigen Stoff- 
gruppen, des Dijodtyrosins und des Schilddriisengewebes, stimmt 
weitgehend tberein; in quantitativer Beziehung sind die Thyreoidea- 
substanzen viel aktiver als das Dijodtyrosin bzw. seine Abkémmlinge. 
Die damals aufgetauchten Hypothesen iiber gewisse Beziehungen des 
Dijodtyrosins zu den Schilddriisensubstanzen wurden aber durch die 
weiteren Versuche nicht erhartet. Denn es konnte bald festgestellt 
werden?, daB sowohl dem Dijodtyrosin wie dem Dijodtyramin der 


1 Vgl. diese Zeitschr. 102, 58, 1920; 116, 138, 1921. 
2 Vgl. ebendaselbst 138, 161, 1923. 
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charakteristische Effekt auf den Grundumsatz fehlt. Damit war eine; 
etwas tiefergehenden Parallele zwischen der physiologischen Wirkuny 
der Thyreoidea und der des Dijodtyrosins der Boden entzogen 
Ferner hielt man damals an der von UE£. C. Kendall vor 
geschlagenen Indolformel des Thyroxins fest. So muBten die 
Befunde mit Dijodtyrosin und Dijodtyramin zwar als _ inte: 
essante, aber isolierte und auBerhalb des Zusammenhanges mit 
den Thyreoideasubstanzen stehende Tatsachen aufgefaBt werden. 
Kine Neubelebung des Problems brachten die wichtigen Versuche 
von C. R. Harington und S. 8S. Randall', in welchen es ihnen 
gelungen ist, aus dem _ Schilddriisengewebe groBe Mengen von 
Dijodtyrosin zu isolieren. Nach den Angaben von G. L. Foster* 
enthalt auch das Jodthyreoglobulin viel Dijodtyrosin. Damit wurde 
der Beweis erbracht, das Dijodtyrosin nicht nur in den Pflanzen- 
zellen, sondern auch im tierischen Organismus, und zwar im jod- 
reichsten Organ des Tierkérpers, in der Thyreoidea vorkommt. 
Welche Stellung das  Dijodtyrosin innerhalb des  Schilddriisen- 
mechanismus einnimmt, ist noch nicht bekannt. 


Zur weiteren Aufklarung der physiologischen Bedeutung des 
Dijodtyrosins wurde nun dessen Einflu8 auf den hyperthyreotischen 
Stoffwechsel untersucht. Als Testmethoden dienten: a) die Grund- 
umsatzerhéhung, b) der Glykogenstoffwechsel der Leber, sowie c) das 
allgemeine Verhalten der mit Schilddriisentrockensubstanz oder mit 
Thyroxin vergifteten Ratten. Ohne hier naher auf diese Versuche ein- 
zugehen, mag zusammenfassend angefiihrt werden, daB es durch Zu- 
fuhr bestimmter Mengen von Dijodtyrosin méglich ist, die Entwicklung 
der hyperthyreotischen Erscheinungen (abnorme Grundumsatz- 
erhéhung, starkes Schwitzen, Ubererregbarkeit usw.) abzuschwachen 
oder die bereits ausgebildeten toxischen Symptome zu mildern. So 
wurden bei der Ratte nach Zufuhr von getrockneter Schilddriisen- 
substanz an den einzelnen Versuchstagen Grundumsatzerhéhungen 
von + 52,6, + 98, + 155,3%, festgestellt. Darauf wurde bei fort- 
gesetzter Darreichung von Thyrecidea und bei unveranderter Er- 
nihrungsweise taglich Dijodtyrosin verfiittert. Der Grundumsatz 
sank auf + 56, + 89,4, + 61,4, + 67,1°%. Ferner geht bei gleich- 
zeitiger Verabreichung von Schilddriisensubstanz und von _ Dijod- 
tyrosin das Glykogenbildungsvermégen der Leber nicht so rasch ver- 
loren. Es wurden Schilddriisendosen benutzt, bei welchen die Leber 
selbst nach Zuckerzufuhr kein Glykogen abgelagert hat. Die gleichen 


1 C. R. Harington u. 8S. S. Randall, Biochem. Journ. 23, 373, 1929. 
2 G. L. Foster, Journ. of biol. Chem. 83, 345, 1929. 








tic 
we 
ert 


Se 
eil 








r eine! 
irkuny 
zogel 


Vol 
n die 
inte: 
$s mit 
erden. 
rsuche 
ihnen 
» Von 
Voster® 
wurde 
inzen- 
L jod- 
ymmt. 
risen- 


y des 
ischen 
rund- 
c) das 
r mit 
e ein- 
h Zu- 
klung 
nsatz- 
achen 
b.. . Bo 
rusen- 
ungen 
fort- 
r Er- 
msatz 
leich- 
Dijod- 
1 ver- 
Leber 
‘ichen 





EinfluB des Dijodtyrosins auf den hyperthyreotischen Stoffwechsel. 485 


Schilddriisenmengen in Gemeinschaft mit Dijodtyrosin ergaben nach 
Zuckerfiitterung einen durchschnittlichen Leberglykogengehalt von 
2,52% 

Ich vermute eine normalerweise bestehende physiologische Korrela- 
tion zwischen Dijodtyrosin und ‘lhyroxin. Die patholegische Ab- 
weichung kann sowohl nach der Seite des Dijcdty1osins wie des Thyroxins 
erfolgen. 

Die Bedeutung dieser Dijodthyrosinwirkung fiir die Theorie der 
Schilddrisenfunktion und fiir die Therapie der Hyperthyreosen soll in 
einem anderen Zusammenhange naher besprochen werden. 
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Uber die Hauptabsorptionsbanden der Mac Munnschen 
Histohimatine. 


Von 
Otto Warburg und Erwin Negelein. 


Eingegangen am 11. April 1931. 


Herr K. W. Hausser (Heidelberg) machte uns darauf aufmerksam, 
daB man die Hauptabsorptionsbanden von Eisenporphyrinverbindungen 
sichtbar machen kann, wenn man den wegen seiner Helligkeit stérenden 
langwelligen Teil des Spektrums durch Filter beseitigt. In der Tat 
kann man so die Hauptabsorptionsbande des Oxyhaimoglobins leicht 
sehen und ihre Lage bestimmen. 

Mit derselben Anordnung haben wir die Hauptabsorptionsbanden 
der Mac Munnschen Histohamatine gesucht, die unseres Wissens bisher 
nicht beobachtet worden sind, und haben bei AbschluB von Sauerstoff 
drei Banden im Blau gefunden. 

I: bei 446 bis 452 uu; IL: 430 bis 435 uu; HT: 414 bis 420 wu; 
von denen I schwacher ist als IT und III. 

Als Versuchsobjekt diente der Bienenmuskel, als Lichtquelle die 
Osrampunktlichtlampe, die mittels Kondensor auf dem Objekt ab- 
gebildet wurde. Hinter dem Objekt befand sich der Spalt eines Taschen- 
spektroskops. Strahlenfilter waren Kupfersulfat und Kupferoxyd- 
ammoniak, beim Nachweis von IIT auBerdem eine Lésung von Diamant- 
fuchsin (5 mg: 100 ccm) in lem Schichtdicke. 
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